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(57) Abstract: The invention relates to protein ZnT-8 which is specifically expressed in the pancreatic beta cells in islets of Langer- 
hans, to a polynucleotide encoding said protein which is involved in the maturation and exocytosis of insulin, and to the applications 
thereof, for example, for sorting and studying beta cells and for screening medicine acting on diabetes and hyperinsulinism. 

(57) Abrege : Prot6ine d^nomm^e ZnT-8, exprim^e de manidre sp^cifique dans les cellules pancr^atiques beta des ilots de Lange- 
rhans, polynucleotide codant ladite prot^ine qui est impliqu^e dans la maturation et Texocytose de Tinsuline, et leurs applications 
notamment pour le tri et T^tude des cellules beta, ainsi que pour le criblage de m^icaments actifs sur le diab^te et V hyperinsulinisme. 
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PROTEINE SPECIFIQUE DES CELLULES PANCREATIQUES BETA DES 
ILOTS DE LANGERHANS ET SES APPLICATIONS 

La presente Invention est relative i une prot6ine d6nommee ZnT-8, 
exprimee de maniere specifique dans les cellules pancreatiques beta des ilots de 

5 Langerhans, au polynucl6otide codant ladite prot6ine qui est impliquee dans la matura- 
tion et Texocytose de Tinsulinei, ainsi qu'^ leurs applications notamment pour le tri et 
Tetude des cellules beta, ainsi que pour le criblage de medicaments actifs sur le diabete 
et rhyperinsulinisme. 

Le diabete est une des maladies les plus firequentes, affectant S % de 

10 la population des pays industrialist et en constante augmentation dans tous les pays du 
monde (pr6vision : 300 millions en 2025, dont 2,4 millions en France). Parmi les 
diverses formes de diabete, le diabdte de type I ou insulino-dependant affecte environ 
500 000 k 1 million tfindividus aux Etats-Unis et 150 000 en France soit 0,2 k 0,4 % de 
la population. Les symptdmes caract£ristiques comprennent un taux elev6 de sucre dans 

15 le sang et dans les urines, une diurte importante, une faim et une soif intenses ainsi 
qu*une perte de poids. 

Le diabete de type U non insulino-dependant (DNID), aussi decrit 
sous le nom de diabete "gras" ou diabete de la maturite, survient souvent autour de la 
cinquantaine. II est trait6 par un regime, la prise de medicaments par voie orale, et 

20 rinsuline, apres quelques annees d'evolution. Aujourd'hui, 2 millions de Franpais sont 
traites avec des medicaments antidiabetiques et/ou de Tinsuline. 

Bien que le diabdte puisse £tre control^ par des injections d*insuline et 
des apports controles en glucides, les complications associSes k cette pathologic n6ces- 
sitent de nos jours de nouvelles approches, dans sa pr6vention, son traitement et son 

25 diagnostic. 

Le pancreas comprend deux structures distinctes aussi bien morpho- 
logiquement que physiologiquement : 

le pancreas exocrine qui produit les enzymes intervenant dans la 
digestion (amylase, lipase, etc) et le bicarbonate de sodium ; 
30 - le pancreas endocrine qui produit les hormones intervenant dans 

le controle du glucose sanguin (insuline, glucagon, somatostatine et polypeptide 
pancreatique). 
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Les cellules du pancreas endocrine sont organisees en micro-organes 
disperses dans le pancreas sous forme dllots (!lots de Langerhans ou ilots pancr6a- 
tiques). Chaque ilot pancreatique est compost de 4 types cellulaires : les cellules alpha, 
b&ta, delta, et les cellules PP. Les cellules alpha sont situees a la peripheric de Itlot et 
5 secrfetent le glucagon, Les cellules beta sont retrouv6es au centre de Tilot et sont les 
seules cellules capables de secr6ter Tinsuline en r6ponse au glucose. Les cellules delta 
sont a la peripheric et secrfetent la somatostatine. La fonction des cellules PP est plus 
controversee (synthese du polypeptide pancreatique). 

L'absence de modele cellulaire d'etude de la cellule beta, ainsi que 
10 Tabsence de moyen fiable et efficace de tri cellulaire adapts a ce type de cellule, freine 
Tetude de son fonctionnement et done la mise au point de nouvelles m6thodes de 
traitement du diabdte de type I et n. 

Parmi les traitements du diabete, outre Tadministration r^gulidre 
d'insuline, une des voies du contrdle physiologique de la glycemie et de la normalisa- 
15 tion de la glycSmie chez les diab^tiques est le passage par la restauration d'une secre- 
tion d'insuline in vivo a partir de cellules. Dans cette optique plusieurs solutions ont ete 
proposees : 

Tobtention de cellules productrices dlnsuline chez Tanimal pour 
la realisation d*une xenotransplantation ; 

20 - la differenciation in vitro en cellules s6cretrices d*insuline k partir 

de cellules souches isolees, dans un but de reimplantation [1], ceci afin de contoumer 
les probiemes d'immunite et la n6cessit6 tfun traitement immunosuppresseur du patient. 
Mais la production de quantites importantes de cellules a faible cout, productrices 
d'insuline par differenciation de cellules souches, necessite de nouveaux outils 

25 biomoieculaires, notamment utiles pour le phenotypage et la purification des cellules 
differenciees ; 

la transplantation dllots pancreatiques ; de nombreux travaux ont 
eu recemment pour objet la preparation d'ilots ou de cellules bgta pancreatiques k des 
fms therapeutiques. La premiere etape de la transplantation est le preievement du 
30 pancreas sur un donneur en 6tat de mort cerebrale. L'isolement des Hots commence par 
une digestion enzymatique du pancreas au moyen d'une solution de collagenase. Toutes 
les transplantations ne requidrent pas une purification des ilots digeres. Toutefois, la 
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plupart des chercheurs s'accordent aujourd'hui pour dire que la purification des Hots est 
n6cessaire pour une allotransplantation [2]. Les tlots sont ensuite transplant^s, a raison 
d'une masse suffisante (minimum 3000 lEQ/kg) par injection intraportale (lEQ : Islet 
Equivalent, Equivalent Hot). 
5 Toutefois, Tisolement dllots ou de cellules beta pancreatiques 

necessite des moyens de selection et d'identification des cellules beta, speciftques et 
fiables. 

Des travaux ant^rieurs ont tentd de mettre au point des m^thodes de 
marquage des cellules bSta. On peut citer : 

10 - le marquage par la GFP (Green Fluorescent Protein) qui permet 

un marquage fluorescent de la cellule, ^inconvenient majeiur de cette technique est la 
necessity d'introduire un gbne exog^ne ou transg&ne dans la cellule, qui plus est par 
Tutilisation d*un vecteur viral (adenovirus) [1] ; 

la technique bas6e sur Tautofluorescence importante de la cellule 

IS bgta [2]. Mais cette technique manque de sp&:ificit6 vis-&-vis du type cellulaire ; 

rincubation des cellules avec un fluorochrome sp^cifique du 
zinc : le Newport Green [3] ou la dithizone [4]. Cette technique est basee sur la teneur 
importante en zinc de la cellule beta. Le zinc est un constituant important des granules 
de s6cretion de Tinsuline, et en outre, joue un role dans le contrdle de cette secretion 

20 [5]. Mais ces techniques prdsentent de nombreux inconvenients : utilisation d'un 
produit chimique, risque de toxicite vis-a-vis de la cellule beta, manque de specificite 
vis-i-vis du type cellulaire. De plus, la dithizone pose un probl^me de photod^grada- 
tion rapide [6] ; 

la mise en Evidence de mani^re indirecte par reconnaissance par 
25 un clone de cellules T (WO 91/17186) d*un antigene exprime par les cellules beta. Les 
travaux initiaux sur cet antigene n*apportaient pas de rSsultats en terme de caracterisa- 
tion de la sequence peptidique, ainsi qu*en terme de selectivity de la cellule bgta par 
rapport aux autres types cellulaires de l*ilot, mais egalement du pancreas ou de 
Torganisme. Des travaux plus recents des memes auteurs montrent une distribution 
30 beaucoup plus large de cet antigene, qui de fait n*est pas sp6cifique de la cellule beta 
[7]. 

En consequence, il existe un manque de marqueur sp6cifique et fiable 
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de la cellule beta des !lots pancrSatiques de Langerhans. 

C'est un des buts de la prSsente Invention que de fournir un tel 

marqueur. 

Lllot de Langerhans accumule de trhs grandes quantit^s de zinc et 
5 n6cessite done un transporteur trbs efficace et tr^s sp6cialis6 pour accumuler ce zinc 
dans les vesicules de secretion [8]. L'insuline, produite et stock6e dans la cellule 
pancreatique beta, est liberie dans le milieu extracellulaire par exocytose en r6ponse a 
des stimuli extemes, comme une dlevation de la concentration en glucose. Cette Eleva- 
tion du glucose provoque une modification du rapport ATP/ADP, la fermeture des 

10 canaux potassiques et I'ouverture des canaux calciques qui provoque Texocytose [9]. 

II est connu qu'en presence de zinc, Tinsuline pent former des tetra- 
mires et des hexamires qui fixent le zinc dans un rapport insuline : zinc de 4 :1 et 6 :2 
respectivement. L*insuline est stockee dans les granules de secretion sous la forme d*un 
solide compos6 dliexamires li^s k 2 atomes de zinc par hexamdre. Les vesicules 

IS contiennent du zinc en un excis de 1 & 1,5 fois la quantity n^essaire pour former les 
hexam&res insuline-zinc. Au cours de Texocytose de Tinsuline, les vesicules riches en 
insuline fusionnent avec la membrane plasmique de la cellule beta et libirent I'insuline 
mais egalement le zinc, dans la circulation. Le zinc libera agit dans une boucle de r6tro- 
controle negatif sur les canaux potassiques, provoquant son activation et Tarret de 

20 Texocytose. 

Dans les cellules de mammifbres, 7 proteines homologues ayant une 
fonction de transporteur du zinc, d6nommees ZnT-l, -2, -3, -4, -5, -6 et -7, ont ete 
donees et caracterisdes. Uanalyse de la structure primaire de ces proteines a permis de 
defmir un motif structural commun compose de 6 domaines transmembranaires et d'une 

25 boucle intracellulaire riche en histidine. ZnT-l est un transporteur ubiquitaire localise 
dans la membrane plasmique qui assure TefHux de zinc hors de la cellule [11]. ZnT-2 
permet k la cellule de tol^rer un excds de zinc dans le milieu de culture, conferant ainsi 
une resistance au zinc par une localisation de celui-ci dans des vesicules intracyto- 
plasmiques acides, assurant ainsi une accumulation du zinc dans la cellule bien sup6- 

30 rieure a la normale [12]. ZnT-3 et ZnT-4 clones chez Thomme, ont des fonctions 
similaires k ZnT-2. ZnT-3 est sp6cifique de certains tissus et fortement exprimee dans 
le cerveau, dans les membranes des vesicules synaptiques riches en zinc, dans les fibres 
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moussues de lliippocampe et dans les testicules. ZiiT-4 est exprim^e de mani^re 
ubiquitaire, mais des niveaux plus eleves sont retrouves dans le cerveau et les cellules 
6pitheliales. Ce transporteur est essentiel dans r^pithSlium mammaire oil il participe au 
contrdle du contenu en zinc du lait matemel. ZnT-5 et ZnT-6 sont aussi des transpor- 

5 teurs ubiquitaires localises dans I'appareil de Golgi. ZnT-7 est un transporteur ubiqui- 
taire, localise sp6cifiquement dans le reticulum endoplasmique des cellules. 

Des travaux precedents mentionnent une tentative de recherche de 
g&nes impliquds dans le m6tabolisme du zinc dans la cellule beta pancreatique. Ces 
travaux n'ont pas abouti a la mise en evidence d'une proteine ou d'un transporteur speci- 

10 fique [10]. 

Les Inventeurs ont isole un polynucleotide de 1110 paires de bases 
(SEQ ID NO: I) reprSsentant TADNc correspondant a un ARNm exprime de mani^re 
specifique dans Hlot de Langerhans, et plus particuli&rement dans la cellule s6cretrice 
dUnsuline ou cellule bSta. 
15 Le polynucleotide de Tlnvention, code pour une proteine denomm6e 

ZnT-8, (SEQ ID NO:2), laquelle proteine de 369 acides amines correspondant a une 
masse mol^culaire estimSe k 40,8 KDa, presente une structure primaire homologue a 
celle des prot6ines de la famille ZnT. Le gene codant ladite prot6ine est d6nomm6 ZnT- 
5, 

20 L*etude du potentiel transmembranaire de la proteine ZnT-8 complete 

montre qu'elle possMe 6 domaines transmembranaires (acides amines 74-95, 107-126, 
141-163, 177-196, 216-240, 246-267), les extremites N- et C-terminales 6tant situees 
dans le cytoplasme. Cette 6tude montre egalement que la structure secondaire de cette 
proteine presente 3 boucles d'acides amin6s extracellulaires (acides amines 96-106, 

25 164-176,241-245). 

En outre, la localisation de la proteine ZnT-8 dans les v^sicules de 
s6cr6tion de Plnsuline et sur la membrane plasmique indiquent qu'elle est impliqu^e 
dans Taccumulation du zinc dans les vdsicules contenant Tinsuline et joue done un role 
dans la maturation et Texocytose de Tinsuline dans les cellules b&ta des Hots pancr6a- 

30 tiques de Langherans. 

La prot6ine ZnT-8 et le polynucleotide correspondant constituent 
pour la premifere fois un marqueur sp6cifique et fiable de la cellule beta des ilots 
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pancr&itiques de Langerfaans ; les utilisations de ce marqueur sont notamment les 
suivantes : 

- tri cellulaire ; le marqueur permet d'envisager un tri et un reperage 
selectif des cellules beta, sans modification chimique ou biologique desdites cellules, 

5 SQtamment 4 Taide d'anticorps dirig^s contre ladite prot6ine. 

- module d'etude in vitro ; le marqueur peut etre utilis6 in vitro pour 
itadiGT : (i) la surexpression du transporteur (ZnT-8) dans des lign^es de cellules 
modules (insulinome de rat INS-1 par exemple) et de Timpact sur la s6cr6tion de 
finsuline en reponse a une stimulation par le glucose, (ii) la sensibilite des cellules k la 

10 mort cellulaire (apoptose) induite par des conditions de stress oxydant ou de concentra- 
tion faible ou forte en zinc, et (iii) les €t3pts de difiG&renciation de cellules souches en 
cellules sdcretrices d*insuline en r6ponse 4 differentes stimulations exog&ne (facteurs de 
croissance, extraits pancrdatiques). 

- criblage de medicaments : le marqueur represente egalement une 
IS cible pharmacologique utile poiu: le criblage de substances capables de moduler 

Texpression du gdne ZnT-S et/ou Tactivitd de la proteine ZnT-8, potentiellement utili- 
sables pour le traitement du diabete et de rhyperinsulinisme. 

- diagnostic du diabete : le polynucleotide peut egalement avantageu- 
sement etre mis en ceuvre dans le diagnostic precoce du diabete dans les families a 

20 risque, notamment en ce qu*il permet de ddtecter des mutations observables dans le 
g6ne ZnT'8 et aussi de diminuer voir de supprimer les examens habituellement mis en 
ceuvre. 

Ainsi, la presente Invention a pour objet Tutilisation en tant que 
marqueur sp6cifique des cellules beta des ilots pancreatiques de Langherans d'au moins 
2S un polynucleotide isold ou de la proteine correspondante choisis parmi : 

- les polynucltotides comprenant ou prdsentant Tune des sequences 
suivantes : (a) la sequence SEQ ID NO:l, (b) un fragment de la sdquence SEQ ID NO:l 
d'au moins IS nucleotides consecutifs, de preference 20 nucleotides, encore plus prefe- 
rentiellement 25 a 30 nucleotides, (c) une sequence presentant un pourcentage d*identit6 

30 d'au moins 80 % apr^s alignement optimal avec I'une des sequences deftnies en (a) ou 
en (b), et (d) une sequence compiementaire, sens ou antisens de Tune des sequences 
defmies en (a), (b) ou (c), et 
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- les proteines codees par les polynucl6otides tels que definis en (a), 
(b), (c) ou (d) ci-dessus comprenant ou pr6sentant Tune des sequences suivantes : (e) la 
sequence SEQ ED NO:2, (£) un fiagment de la s^uence SEQ ID NO:2 d'au moins 15 
acides amin6s consdcutifs, (g) une sequence pr6sentant un pourcentage d'identitS d*au 
5 moins 60 % apr^s alignement optimal avec Tune des sequences defmies en (e) ou en (f) 
ou au moins 65 % de simiiarite, de preference 80 % d'identite ou au moins 90 % de 
similarite, ou de maniere encore plus preferee 90 % d'identite ou au moins 95 % de 
similarit6. 

L*invention englobe les utilisations de la proteine ZnT-8 et du poly- 
10 nucltotide correspondant telles que definies ci-dessus. 

Le polynucleotide tel que d6fini ci-dessus, pent 6tre iso\6 k partir de 
cellules de Langerhans ou h partir de banques d'ADN cellulaire, particulierement de 
banques d'ADN de cellules pancreatiques, tr^s particulierement a partir d'une banque 
d*ADN de cellules pancreatiques humaines. De pr6f6rence, les cellules utilis6es sont 
1 5 des cellules des ilots de Langerhans. 

Le polynucleotide tel que defini ci-dessus pent 6galement gtre obtenu 
par une reaction de polymerisation en chaine (PGR) efFectu6e sur I'ADN total des 
cellules de Langerhans, par RT-PCR effectu6e sur les ARN totaux des cellules beta 
dtlots pancreatiques de Langerhans ou par synthase chimique. 
20 Au sens de la presente Invention les definitions suivantes 

s*appliquent. 

Par polynucleotide, on entend un enchainement precis de nucleotides, 
modifies ou non, comportant ou non des nucleotides non naturels. Ainsi, ce terme 
recouvre toute sequence qui code pour une proteine ZnT-8 ou un fragment de ladite 
25 prot6ine (ADN g^nomique, ARNm, ADNc) mais aussi les oligonucleotides, sens ou 
antisens, ainsi que les petits ARN interferents (small interfering RNA, siRNA) corres- 
pondants. 

Par "acides nucl6iques ou proteines pr6sentant un pourcentage 
d*identite apvhs alignement optimal avec une sequence de r6f6rence", on entend 
30 designer les acides nucleiques ou les proteines pr6sentant, par rapport a la sequence de 
reference, certaines modifications comme en particulier une deletion, une troncation, un 
allongement, une fusion chimerique, et/ou une substitution, notamment ponctuelle, et 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

8 

dont la sequence en nucleotides presente au moins 80 % d'identite et la sequence en 
acides amines presente au moins 65 % d*identite apr^ alignement optimal avec la 
sequence en nucleotides ou en acides amines de reference. 

Par "pourcentage d'identite" entre deux sequences (acides nucleiques 

S ou proteines), on entend designer un pourcentage de nucleotides ou de residus d'acides 
amines identiques entre les deux sequences k comparer, obtenu aprds le meilleur 
alignement, ce pourcentage etant purement statistique et les differences entre les deux 
sequences 6tant reparties au hasard et sur toute leur longueur. 

Par "meilleur alignement" ou "alignement optimal", on entend 

10 designer Talignement pour lequel le pourcentage d*identit6 determine comme decrit 
ci-apr^s est le plus 61eve. Les comparaisons entre deux sequences de nucleotides ou 
d'acides amines sont traditionnellement realis6es : en comparant ces sequences aprds les 
avoir alignees de maniere optimale, ladite comparaison 6tant realisee par segment ou 
par "fenetre de comparaison" pour identifier et comparer les regions locales de simila- 

15 rite de sequence. L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre 
realise, notamment a Taide de Tun des algorithmes suivants : I'algorithme d'homologie 
locale de Smith et Waterman (1981), Talgorithme d'homologie locale de Neddleman et 
Wunsch (1970), la methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman (1988), les 
logiciels informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST 

20 N, BLASTX, TBLASTX, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software 
Package, (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) ou sur les 
serveurs internet, en particulier ceux du National Center for Biotechnology Information 
(http ://www.ncbi.nlm.nih.gov), de TEMBL (http ://www.embl.org) et du projet 
Ensembl (http ://www.ensembl.org)). 

25 Afin d*obtenir Talignement optimal, on utilise de pr6fi6rence le 

programme BLAST, avec la matrice BLOSUM 62. On peut egalement utiliser les 
matrices PAM ou PAM250, ainsi qu'une matrice d*identit6 pour les sequences de 
nucleotides. 

Pour obtenir une "hybridation specifique" on utilise de preference des 
30 conditions d'hybridation de forte stringence, c'est-a-dire des conditions de temperature 
et de force ionique choisies de telle maniere qu*elles permettent le maintien de Thybri- 
dation specifique et selective entre polynucleotides complementaires. 
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A litre d'illustration, des conditions de forte stringence de Tdtape 
^hybridation aux fins de d6finir les polynucleotides decrits ci-dessus, sont avantageu- 
sement les suivantes : Vhybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est r6aUsee en deux 
6tapes : (1) prehybridation k 42^C pendant 3 heures en tampon phosphate (20 mM pH 

5 7,5) contenant 5 x SSC (I x SSC correspond a une solution 0,15 M NaCl + 0, 015 M 
citrate de sodium), 50 % de formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 x 
Denhardt's, 5 % de dextran sulfate et 1 % d'ADN de sperme de saumon ; (2) hybrida- 
tion proprement dite pendant 20 heures k une temperature dependant de la taille de la 
sonde (i.e. : 42°C, pour une sonde de taille superieure 100 nucleotides) suivie de 2 

10 lavages de 20 minutes k 20^C en 2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C 
en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS. Le dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS 
pendant 30 minutes k 60^C pour une sonde de taille superieure k 100 nucleotides. Les 
conditions d*hybridation de forte stringence d^crites ci-dessus pour une sonde de taille 
definie peuvent @tre adapt6es par THomme du Metier pour des sondes de taille plus 

1 5 grande ou plus petite. 

Par "techniques ou m^thodes appropri^es" on entend ici se r^f^rer aux 
techniques ou mSthodes bien connues et classiquement utilisees par THonune du Metier 
et exposees dans de nombreux ouvrages, comme en particulier celui intitule Molecular 
Cloning. A Laboratory Manual (Sambrook J, Russell DW. (2000) Cold Spring Harbor 

20 Laboratory Press) [13]. 

Le polynucleotide tel que defini en c) presente un pourcentage d'iden- 
tit6 d'au moins 80 % aprSs alignement optimal avec une sequence telle que definie en a) 
ou b), de preference 90 %, de fa9on plus pr6feree 95 %, de fa9on encore plus pr6f6ree 
98 %. Le polynucleotide tel que defini en c) inclut les polynucleotides variants de la 

25 sequence SEQ ID NO:l, c*est-4-dire Tensemble des polynucleotides conrespondants a 
des variants alleliques, c'est-^-dire k des variations individuelles de la sequence SEQ ID 
NO:l. Ces sequences variantes naturelles correspondent a des polymorphismes presents 
chez les mammifbres, en particulier chez Vetre humain et, notamment a des poly- 
morphismes pouvant conduire k la survenue d*une pathologic, comme par exemple la 

30 mort cellulaire des ilots de Langerhans et un diabete. 

On entend egalement designer par polynucleotide variant, tout ARN 
ou ADNc resultant d'une mutation et/ou d'une variation d'un site d'epissage de la 
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sequence genomique dont TARNm a comme ADN complSmentaire le polynucleotide 
de sequence SEQ ID NO:l. 

La similarite d'une prot6ine par rapport a une prot6ine de reference 
s'apprecie en fonction du pourcentage de residus d'acides amines qui sent identiques ou 
5 qui different par des substitutions conservatives, lorsque les deux sequences sont 
alignees de maniere a obtenir le maximum de correspondance entre elles. Au sens de la 
presente Invention, on entend par substitution conservative, la substitution d*un acide 
amin6 par un autre qui presente des propri6t6s chimiques similaires (taille, charge ou 
polarite), qui g6neralement ne modifie pas les proprietes fonctionnelles de la prot6ine. 

10 Une protSine ayant une sequence en acides amines ayant au moins 

X % de similarity avec une sequence de r6ference est definie, dans la presente Invention 
conune une prot6ine dont la sequence peut inclure jusqu*ii 100-X alterations non- 
conservatives pour 100 acides amin6s de la sequence de r6f6rence. Au sens de la 
presente Invention, le terme alterations non-conservatives inclut les deletions, les 

IS substitutions non-conservatives ou les insertions consecutives ou dispersees d'acides 
amines dans la sequence de reference. 

Sont incluses dans les proteines telles que definies en (g) les proteines 
variantes de la sequence SEQ ID N0:2, c'est-a-dire les proteines variantes codecs par 
les polynucleotides variants tels que precedemment definis, en particulier les proteines 

20 dont la sequence en acides amines presente au moins une mutation correspondant 
notamment k une troncation, une deletion, une substitution et/ou une addition d'au 
moins un residu d'acide amine par rapport k la sequence SEQ ID NO:2« 

De maniere prefer^e, les proteines variantes pr^sentent une mutation 
associSe au diabete ou k rhyperinsulinisme. 

25 Selon un mode de realisation avantageux de Tutilisation selon la 

presente invention, ledit polynucleotide isole tel que defmi en (c), est un polynucleotide 
variant de la sequence SEQ ID NO:l comportant une mutation qui conduit a une 
modification de la sequence en acides amines de la proteine codec par la sequence SEQ 
IDNO:l. 

30 Selon un autre mode de realisation avantageux de Tutilisation selon la 

presente invention, lesdits polynucleotides isoles tel que definis en (b) ou en (d) sont 
choisis parmi la paires d'amorces SEQ ID NO:3 et SEQ ID NO:4 et la paire d'amorce 
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SEQ ID NO:5 et SEQ ID NO:6. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tutilisation 
selon la presente invention, ledit polynucleotide isol6 est susceptible d'etre obtenu par 
amplification i Taide de la paire d'amorces telle que definie ci-dessus. 
S Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tutilisation 

selon la pr6sente invention, ledit polynucleotide tel que dSfini en (d) est un petit ARN 
interf6rent (siRNA) qui par interaction avec les ARNm coirespondants audit poly- 
nucleotide, conduira a leur degradation. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tutilisation 
10 selon la presente invention, ladite prot6ine telle que definie en (g) est un variant de la 
sequence SEQ ID NO:2 presentant une mutation associ^e au diab^te ou & 
rhyperinsulinisme. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de I'utilisation 
selon la pr6sente invention, ledit fiagment tel que defini en (f) presente une sequence 
15 choisie parmi les sequences SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID N0:9 et SEQ ID 
NO: 10. 

La presente invention a egalement pour objet un polynucleotide tel 
que defini ci-dessus, & I'exception : 

- des fiagments d'au moins 15 nucleotides consecutifs inclus dans ies 
20 sequences presentant les numeros d'accfes dans la base de donnees NCBI n"^ AX526723, 

n^ AX526725 et n° AX526727, 

- des EST presentant les num6ros d'accds dans la base de donnees 
GenBank BM565129, BM310003, BM875526, BG655918, BQ417284, BQ267316, 
BU072134, BQ267526, BQ270198, BU581447, BU070173, BQ631692 et BU949895, 

25 ainsi que des sequences presentant les numeros d'acc^s dans la base de donnees NCBI 
AX526723, AX526725 et AX526727. 

Les fragments selon Tlnvention peuvent notamment gtre utilises 
conune sondes ou comme amorces pour detecter/amplifier des polynucleotides (ARN 
ou ADN genomique) correspondants au polynucleotide selon I'lnvention dans d'autres 

30 organismes. 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

12 

Pr6f6rentiellement les paires d'amorces utilisables selon rinvention 
soht celles correspondants aux paires d6finies par les sequences SEQ ID NO:3 et SEQ 
ID N0:4 et par les sequences SEQ ID NO:5 et SEQ ID NO:6. 

L'Invention a 6galement pour objet les polynucl6otides susceptibles 
5 d'etre obtenus par amplification k I'aide des amorces telles que definies ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux du polynucleotide selon 
rinvention, il s'agit d'un petit ARN interf^rent correspondant au polynucleotide tel que 
d6fini ci-dessus, d'une taille inf6rieure i 30 nucleotides, de preference d'une taille 
comprise entre 20 et 23 nucleotides, qui par interaction avec les ARNm correspondants 
10 audit polynucleotide, conduira k leur degradation. Ces siRNA peuvent etre obtenus par 
toute methode connue de THomme du Metier, par exemple par synthase chimique ou 
encore par expression k partir d*un vecteur. 

L'Invention englobe les oligonucleotides sens correspondants aux 
polynucleotides de Tlnvention qui, par interaction avec des protcines impliquees dans la 
15 regulation de Texpression dudit polynucleotide de Tlnvention, induiront soit ime inhibi- 
tion, soit une activation de cette expression. 

Les sondes et amorces selon rinvention peuvent etre marquees direc* 
tement ou indirectement par un compose radioactif ou non radioactif par des methodes 
bien connues de I'Homme du Metier, afin d*obtenir un signal detectable et/ou quanti- 
20 fiable. 

Le marquage des amorces ou des sondes selon rinvention est realise 
par des elements radioactifis ou par des molecules non radioactives. Parmi les isotopes 
radioactifs utilises, on pent citer le ^^P, le ^^P, le ^^S, le ou V^^L Les entites non 
radioactives sent seiectionnees parmi les ligands tels que la biotine, Tavidine, la 
25 streptavidine, la digoxygenine, les haptenes, les colorants, les agents luminescents tels 
que les agents radioluminescents, ch6moluminescents, bioluminescents, fluorescents, 
phosphorescents. 

Les polynucleotides selon rinvention peuvent ainsi etre utilises 
comme amorce et/ou sonde dans des precedes mettant en oeuvre notamment la 
30 technique de PCR (amplification en chaine par polymerase) (U.S. N** 4,683,202). 
D*autres techniques d*amplification de I'acide nucieique cible peuvent etre avantageu- 
sement employees comme alternative k la PCR. II existe actuellement de trhs nombreux 
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proc6des permettant cette amplification, comme par exemple la technique SDA (Strand 
Displacement Amplification) ou technique d*amplification k deplacement de brin, la 
technique TAS (Transcription-based Amplification System), la technique 3SR 
(Self-Sustained Sequence Replication), la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence 
S Based Amplification), la technique TMA (Transcription Mediated Amplification), la 
technique LCR (Ligase Chain Reaction), la technique de RCR (Repair Chain Reaction), 
la technique CPR (Cycling Probe Reaction), la technique d'amplification ^ la 
Q-beta-r^plicase. On pent encore citer la PCR-SSCP qui permet de detecter des muta- 
tions ponctuelles. 

10 Ces techniques sont bien entendu parfaitement connues de THomme 

du Metier. 

Comme sondes ou comme amorces, les diff6rents polynucleotides de 
rinvention permettent, soit de determiner le profil de transcription du gene corres- 
pondant ou une eventuelle alteration de ce profil dans un echantillon biologique, soit de 
IS mettre en Evidence le g^ne correspondant, des variants all^liques de ce g^ne ou une 
6ventuelle alt6ration fonctionnelle de ce g&ne (changement substantiel dans Tactivit^ de 
la prot^ine codee par ledit g^ne) resultant d'une mutation (insertion, d61etion ou substi- 
tution) d*un ou plusieurs nucleotides au niveau d'au moins un exon dudit g&ne. De teiles 
mutations incluent en particulier les d61etions, les insertions ou les substitutions non- 
20 conservatives au niveau de codons correspondant i des residus d'acides amines situSs 
dans un domaine essentiel pour Tactivitfi biologique de la prot6ine« 

Ainsi rinvention a pom* objet une methode de determination du profil 
de transcription du gdne correspondant au polynucleotide de rinvention ou tfune alte- 
ration dudit profil, dans un echantillon biologique, comprenant une premiere 6tape 
25 dobtention des ARN totaux a partir de rechantillon biologique, une deuxidme etape de 
mise en contact desdits ARN avec une sonde marquee constituee d'un polynucleotide 
selon rinvention dans des conditions appropriees d'hybridation entre les ARN et la 
sonde et une troisidme etape de r^v^lation par tout moyen appropri^ des hybrides 
formes* 

30 Selon un mode de mise en oeuvre de ladite methode, la deuxi^me 

etape pent Stre une etape de r^trotranscription et/ou d'amplification des transcrits reali- 
see k I'aide d'une paire d'amorces telle que d6crite prec6demment et la troisi&me Stape, 
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une etape de r6v61ation par tout moyen approprie des acides nucl^iques amplifies 
formes. 

Ladite methode de determination du profil de transcription du g&ne 
peut en outre comporter une £tape d'evaluation du taux de transcription du gbne par 
5 comparaison avec un 6chantilIon t^moin prealablement choisi et 6ventuellement I'etude 
de sa correlation avec un phenotype detectable comme par exemple le taux de 
proinsuline convertie en insuline mature, le contenu des cellules en insuline, le taux 
d'insuline secretee en reponse a une stimulation par le glucose, la concentration intra- 
cellulaire ou intrav^siculaire en zinc ou encore la quantite de prot^ine (produit du gene) 
10 exprim^e a la surface de la cellule). Ledit echantillon temoin peut etre constitue par 
exemple par un Echantillon biologique presentant une transcription nomiale ou alt6r6e 
du gene correspondant au polynucleotide de I'lnvention auquel ladite m6thode de 
determination du profil de transcription du gene est appliquee dans les m8mes condi- 
tions. 

1 S L'Invention a aussi pour objet une methode de mise en evidence du 

g&ne correspondaiit au polynucleotide de Tlnvention ou des variants all61iques dudit 
g&ne ou d'une alteration fonctionnelle de ce g^ne, dans un echantillon biologique, 
comprenant une premiere etape d'obtention par tout moyen appropri6 de TADN k partir 
de Techantillon biologique, une deuxieme etape de mise en contact desdits ADN avec 

20 une sonde marquee constitute d'un polynucleotide selon I'lnvention dans des conditions 
appropriees d*hybridation sp6cifique entre les ADN et la sonde et une troisi^me etape 
de revelation par tout moyen approprie des hybrides form6s. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ladite m6thode la 
deuxieme etape peut etre une etape d'amplification realisee a Taide d'une paire 

25 d'amorces telle que decrite precedemment et la troisieme etape, une etape de revelation 
par tout moyen approprie des acides nucieiques amplifies formes. La methode peut 
eventuellement comporter une quatrieme etape d'isolement et de sequen^age des acides 
nucieiques mis en evidence. 

Cette demiere methode peut egalement permettre d'isoler un allele du 

30 gfene correspondant au polynucleotide de I'lnvention, associe k un phenotype detec- 
table, comme par exemple une variation de la glycemie post-prandiale, la presence ou 
non d'une secretion d'insuline, le taux de glucose circulant ou d'insuline secretee en 
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r^ponse a une stimulation par du glucose, et dhine mani^re g6n6rale k une pathologic de 
type diabete de type I ou n ou encore & une anomalie du mdtabolisme du zinc. Le zinc 
excr6t6 au cours de la liberation de Tinsuline agit sur les canaux potassiques, 
responsables par Tintermediaire de canaux calciques de cette exocytose. II y a done une 
5 boucle de r6trocontr61e [14]. Le polypeptide de Tinvention est impliqu6 dans Taccumu- 
lation du zinc dans les vesicules contenant Tinsuline, et se retrouve 6galement au cours 
de Texocytose sur la membrane plasmique. Des mutants de la proteines pourraient done 
modifier soit la quantity de zinc present dans les vesicules, soit la concentration peri* 
cellulaire en zinc, et done modifier Tetat d'ouverture du canal potassique, aboutissant 

10 suivant Teffet de la mutation k une diminution ou une augmentation de Texcretion 
d'insuline (diabete de type I ou hyperinsulinisme). Dans cette m6thode particulidre, 
rdchantillon biologique sera un 6chantillon provenant d*un individu exprimant ledit 
ph6notype detectable. 

Ces methodes, particulidrement celles basdes sur la recherche de 

IS mutations dans le g&ne, peuvent permettre la mise en Evidence de fa9on preventive 
d'une predisposition au diabete, ou le diagnostic du diabete ou de toute maladie M&e au 
diabfete, ou Tadaptation en terme de molecule ou de posologie du ou des traitements 
antidiabetiques. 

L'Invention a egalement pour objet une trousse de r^actifs pour la 
20 mise en oeuvre des methodes precedemment decrites comprenant : 

a) au moins une sonde ou une paire d'amorces selon Tlnvention ; 

b) les r^actifs necessaires k la mise en oeuvre d*une reaction d*hybri- 
dation entre ladite sonde et/ou lesdites amorces et I'acide nucleique de Techantillon 
biologique k tester ; 

25 c) les r6actifs necessaires k la mise en oeuvre d'une reaction d'ampli- 

fication ; 

d) les reactifs necessaires a la detection et/ou au dosage de l*hybride 
forme entre ladite sonde et Tacide nucleique de rechantillon biologique ou des acides 
nucleiques amplifies formes. 
30 Une telle trousse peut egalement contenir des controles positifs ou 

negatifs afin d'assurer la qualite des resultats obtenus. Elles peuvent egalement contenir 
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les r^actifs necessaires k la preparation des acides nucl6iques a partir de rechantillon 
biologique. 

Un autre objet de Tlnvention est une puce k ADN comprenant au 
moins un polynucleotide selon Tlnvention. 

5 Encore un autre objet de ITnvention est Vutilisation dHin polynucleo- 

tide tel que d6fini ci-dessus pour la preparation d*une puce k ADN. UHomme du M 6tier 
sait en fonction du support seiectionnS, choisir la technique de realisation appropriee 
pour realiser une telle puce, comme par exemple par depot d'oligonucieotides sur 
support de verre ou de nylon, soit par greffage chimique ou electrochimique d'oligo- 

10 nucleotides. 

Le polynucleotide de Tlnvention peut etre utilise in vitro, comme 

moyen d*etude : 

a) de la surexpression du transporteur (ZnT-8) dans des Ugnees de 
cellules modeles (insulinome de rat INS-1 par exemple) et de Timpact sur la secretion 

IS de I'insuline en reponse k une stimulation par le glucose ; 

b) de la sensibilite des cellules k la mort cellulaire (apoptose) induite 
par des conditions de stress oxydant ou de concentration faible ou forte en zinc ; 

c) des etapes de differenciation de cellules souches en cellules secre- 
trices d'insuline en reponse k differentes stimulations exogene (facteurs de croissance, 

20 extraits pancreatiques). 

^Invention conceme egalement la proteine codec par le poly- 
nucleotide selon rinvention. 

Par "proteine" on entend, au sens de la presente Invention, designer 
un enchamement precis d*acides amines, modifies ou non, comportant ou non des 
25 acides amines non naturels. 

La proteine selon rinvention est obtenue soit a partir d'une cellule 
beta, soit par synthase chimique, soit par les techniques d'ADN recombinant, notam- 
ment a partir de vecteur d'expression comprenant un insert constitue par polynucleotide 
tel que defini ci*dessus. 

30 L'Invention conceme aussi Tutilisation d'un polynucleotide tel que 

defmi ci-dessus, pour la production d'une proteine ZnT-8 telle que definie ci-dessus. 

La proteine selon la presente Invention lorsqu'elle est obtenue par 
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synthase chimique, peut etre obtenue par I'une des nombreuses voies de synthases 
peptidiques connues, par exemple les techniques mettant en oeuvre des phases solides 
ou des techniques utilisant des phases solides partielles, par condensation de fragments 
ou par une synthase en solution classique. Dans ce cas la sequence de la proteine peut 
5 etre modifi^e afin d'am^liorer sa solubilite, en particulier dans les solvants aqueux. De 
telles modifications sont connues de THomme du Metier comme par exemple la dela- 
tion de domaines hydrophobes ou la substitution d'acides amines hydrophobes par des 
acides amines hydrophiles. 

De preference, une proteine selon Tlnvention est une proteine 

10 comprenant ou presentant la sequence SEQ ID N0:2 (correspondant & la proteine cod6e 
par le gene ZnT-S). 

L' invention a 6galement pour objet un fragment de la prot6ine telle 
que d^finie ct-dessus, caract6rise en ce qu*il est s61ectionne dans le groupe constitue 
par les sequences SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 et SEQ ID NO: 10. 

IS Un autre objet de Tlnvention est une puce k prot6ine comprenant une 

proteine ou un fragment de proteine tels que d6finis ci-dessus. 

Encore un autre objet de I'lnvention est Tutilisation d*une proteine ou 
d*un fragment de proteine tels que definis ci-dessus, pour la preparation d'une puce a 
proteine. Comme pour les puces a ADN, THomme du M6tier sait en fonction du 

20 support choisi, choisir la technique de realisation appropriee pour realiser une telle 
puce. 

La proteine, le fragment de proteine ou la puce k proteine tels que 
defmis ci-dessus peuvent etre utilisees pour detecter la presence d'anticorps dirig^s 
centre lesdites proteines, dans le serum d*un individu. 
2S L'Invention conceme aussi I'utilisation de la proteine ou du fragment 

de prot6ine tel que definis ci-dessus, pour des mesures par des m6thodes immuno- 
chimiques et immunoenzymatiques, ainsi que la recherche d'auto-anticoips diriges 
contre la proteine selon rinvention« 

L'Invention a 6galement pour objet un vecteur de clonage et/ou 
30 d'expression dans lequel est ins&xi le polynucleotide de I'lnvention. 

Un tel vecteur peut contenir les elements necessaires a Texpression et 
dventuellement a la secretion de la proteine dans une cellule bote. 
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Lesdits vecteurs comportent de preference : un promoteur, des 
signaux d'initiation et de terminaison de la traduction, ainsi que des regions appropriees 
de regulation de la transcription. lis doivent pouvoir etre maintenus de fafon stable 
dans la cellule et peuvent ^ventuellement comprendre des sequences codant pour des 
3 fU^aux particuliers sp^cifiant la s6cr6tion de la prot6ine traduite tels que par exemple 
un promoteur fort de nature ubiquitaire, ou un promoteur selectif d'un type de cellule 
et/ou de tissu particulier, comme par exemple le pancreas. Ces differentes sequences de 
controle sont choisies en fonction de llidte cellulaire utilise. 

Le polynucleotide selon Tlnvention peut etre insure dans des vecteurs 
10 a replication autonome au sein de Thdte choisi ou des vecteurs integratifs de Thote 
choisi. 

Parmi les systemes k replication autonome, on utilise de preference en 
fonction de la cellule hdte, des s>^temes de type plasmidique ou viral. Les vecteurs 
viraux peuvent notamment etre des adenovirus, des retrovirus, des lentivirus, des 

IS poxvirus ou des virus herpetiques. L'Homme du Metier connaft les technologies utili- 
sables pour chacun de ces systemes. 

Lorsque Ton souhaite Tintegration de la sequence dans les chromo- 
somes de la cellule bote, on peut utiliser par exemple des systemes de type plasmidique 
ou viral; de tels virus sont, par exemple, les retrovirus, ou les virus associes aux adeno- 

20 virus (Adeno-associated virus ou AAV). 

Parmi les vecteurs non viraux, on pref&re les polynucleotides nus tels 
que TADN ou TARN nu, les chromosomes artificiels de bacterie (BAC, bacterial artifi- 
ciel chromosome), les chromosomes artificiels de levure (YAC, yeast artificiel chromo- 
some) pour I'expression dans la levure, les chromosomes artificiels de souris (MAC, 

25 mouse artificial chromosome) pour Texpression dans les cellules murines et de maniere 
preferee les chromosomes artificiels dliomme (HAC, human artificial chromosome) 
pour I'expression dans les cellules humaines. 

De tels vecteurs sont prepares selon les methodes couramment utili- 
sees par I'Homme du Metier, et les vecteurs recombinants en resultant peuvent etre 

30 introduits dans Thdte approprie par des methodes standards, telles que par exemple la 
lipofection, reiectroporation, le choc thermique, la transformation apres permeabilisa- 
tion chimique de la membrane, la fusion cellulaire. 
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Ulnvention a aussi pour objet les cellules hdtes modifttes, notam- 
ment les cellules eucaryotes et procaiyotes, dans lesquelles au moins un polynucleotide 
selon rinvention ou au moins un vecteur selon I'lnvention a 6te introduit. 

Parmi les cellules utilisables aux sens de la presente Invention, on 
5 peut citer les cellules bact6riennes, les cellules de levure, les cellules animales, en 
particuHer les cellules de mammiftres ou encore les cellules veg6tales. On peut citer 
egalement les cellules dlnsectes dans lesquelles on peut utiliser des precedes mettant 
par exemple en oeuvre des baculo virus. 

L'Invention a 6galement pour objet les organismes non-humains 
10 transgeniques tels que les animaux ou les v6g6taux transgeniques, dont tout ou partie 
des cellules contient le polynucleotide selon I'lnvention ou le vecteur de I'lnvention, 
sous une forme libre ou integree. 

De preference selon I'lnvention, les organismes non-humains trans- 
geniques sont ceux porteurs de cellules contenant un polynucleotide selon I'lnvention 
1 S non fonctionnel ou porteur d'une mutation. 

Selon rinvention les animaux transgeniques sont de preference des 
mammifbres, plus preferentiellement les rongeurs, en particulier les souris, les rats ou 
les lapins et les suides, en particulier le pore. 

Les animaux transgeniques peuvent etre obtenus par toute methode 
20 classique connue de THomme du Metier, comme par exemple par recombinaison 
homologue dans cellules souches embryonnaires, transfert de ces cellules souches a des 
embryons, selection des chim^res affectees au niveau des lignees reproductrices, et 
croissance desdites chimeres. 

Les cellules, animaux ou vSgetaux transgeniques selon I'lnvention 
25 peuvent ainsi exprimer ou surexprimer le gene codant pour la proteine selon I'lnvention 
ou leur gdne homologue ou exprimer ledit g^ne dans lequel est introduite une mutation. 

Les animaux transgeniques peuvent dtre utilises par exemple en 
temps que modeles pour retude de I'etiologie des diabetes. 

Les organismes transgeniques selon I'lnvention peuvent etre utilises 
30 pour la production de la proteine selon rinvention. 

La proteine selon I'lnvention peut etre purifiee selon les techniques 
connues de I'Homme du Metier. Ainsi, la proteine peut etre purifiee k partir de lysats et 
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extraits cellulaires, du sumageant du milieu de culture, par des mdthodes utilisSes indi- 
viduellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les m6thodes de 
chromatographie, les techniques d'immunoa£finit6 k I'aide d'anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux specifiques, etc.. De preference la proteine selon i'lnvention est purifiee 

5 scion une m6thode comprenant une premiere etape de separation des proteines 
membranaires par centrifugation suivie d*une deuxidme etape de purification par 
immunoaffinit6 selon la m6thode decrite par T.C. Thomas, M.G. McNamee, (Purifica- 
tion of membrane proteins. Section DC, pp 499-520, in Methods in Enzymology, Guide 
to Protein Purification, Edite par M.P. Deutscher, vol 182, Academic press. New- York, 

10 1990"). 

L'Invention a 6galement pour objet une m6thode de preparation de la 
proteine ZnT-8 recombinante, caract6ris6e en ce qu'elle comprend la culture des modi- 
fiees de la presente Invention, notamment les cellules de mammif&res ou des cellules 
issues des organismes non-humains transg6niques selon Tlnvention, dans des condi- 
15 tions permettant Texpression de ladite proteine, et la purification de ladite proteine 
recombinante. 

L'Invention a 6galement pour objet une proteine, caracterisee en ce 
qu*elle est susceptible d'etre obtenue par Tune quelconque des methodes de preparation 
ci-dessus d6crites. 

20 La proteine obtenue comme indique ci-dessus, pent aussi bien se 

presenter sous forme glycosyl^ que non glycosylee et pent presenter ou non la stmc- 

ture tertiaire de la prot6ine naturelle. 

Les Inventeurs ont egalement pu montrer, par une ^tude du potentiel 

transmembranaire, que la structure secondaire de la prot6ine de Tlnvention prSsente 3 
25 boucles d'acides amines extracellulaires (acides amines 96-106, 164-176, 241-245) 

contre lesquelles peuvent etre produits des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. 

L'Invention a ainsi egalement pour objet des anticorps mono- ou 

polyclonaux, caract6ris6s en ce qu'ils sont capables de reconnaitre sp6cifiquement une 

proteine selon Tlnvention. 
30 De pr6f6rence, les anticorps reconnaissent specifiquement la proteine 

de sequence SEQ ID NO:2, ses Augments ou les variants de ladite proteine tels que 

definis ci-dessus. 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

21 

De mani&re pr6fer6e, les anticorps selon Tlnvention reconnaissent 
specifiquement les boucles extracellulaires de la prot6ine selon Tlnvention coires* 
pondant aux SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8 et SEQ ED NO: 10 (PEPl, PEP2 et PEP4) 
et/ou une boucle intracellulaire de la prot6ine selon Tlnvention correspondant k la SEQ 
5 IDNO:9(PEP3). 

Les anticorps selon Tlnvention sont, par exemple, des anticorps 
chimeriques, des anticorps humanises, des fragments Fab ou F(ab*)2. lis peuvent 
egalement se presenter sous forme d*immunoconjugu6s ou d*anticorps marques afin 
d'obtenir un signal detectable et/ou quantifiable. 
10 Lesdits anticorps peuvent etre obtenus directement k partir de s6rum 

humain, ou a partir de s6rum d*animaux immunises avec les proteines selon Tlnvention, 
notamment celles produites par recombinaison g6n6tique ou par synthase peptidique. 

Les anticorps polyclonaux sp6cifiques peuvent 6tre obtenus selon les 
modes operatoires usuels. Les anticorps monoclonaux specifiques peuvent etre obtenus 
1 S selon la m6thode classique de culture d'hybridomes. 

Un autre objet de I'lnvention est une puce a proteine comprenant au 
moins un anticorps selon Tlnvention. 

L'Invention conceme aussi Tutilisation d*un anticorps selon 
rinvention pour la preparation d'une puce a proteine comprenant ledit anticorps. 
20 LHomme du Metier sait en fonction du support choisi, choisir la technique de realisa- 
tion appropri^e pour r^aliser une telle puce. 

L'Invention a Egalement pour objet Tutilisation des anticorps ou d*une 
puce a anticorps selon Tlnvention pour la detection et/ou la purification d'une proteine 
selon rinvention, de preference des boucles extracellulaires ou intracellulaires de ladite 
25 proteine, de manidre pv6f€T&Q des sequences correspondant aux SEQ ID NO:7 k SEQ 
ID NO: 10. 

De manidre gen6rale, les anticorps de I'lnvention peuvent etre avanta- 
geusement utilises dans toute situation ou I'expression d'une proteine selon I'lnvention, 
normale ou mutee, doit etre observee. 
30 ParticuUerement, les anticorps monoclonaux, peuvent etre utilises 

pour la detection de ces proteines dans un echantillon biologique. lis constituent ainsi 
un moyen d'analyse immunocytochimique ou immunohistochimique de Texpression des 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

22 

protSines selon l*Invention, notamment la proteine de sequence SEQ ID N0:2 ou Tune 
de ses variantes, sur des coupes de tissus specifiques. G6n6ralement pour de telles 
analyses les anticorps utilises sont marqu6s afin d*Stre d^tectables par exemple par des 
composes immunofluorescents, par marquage a Tor ou sous forme d'immunoconjuguSs 
5 enzymatiques. 

lis peuvent permettre notamment de mettre en Evidence une expres- 
sion anormale de ces proteines dans les tissus ou pr61evements biologiques. 

L'Invention a egalement pour objet une methode de detection dans un 
6chantillon biologique de la prot6ine ZnT-8, comprenant une premidre etape de mise en 
10 contact de r^chantillon biologique avec un anticorps selon I'lnvention et une deuxi^me 
Stape de mise en Evidence par tout moyen approprie du complexe antigene-anticorps 
formS. 

L'Invention a Egalement pour objet une trousse permettant de mettre 
en oeuvre le proc6d6 ci-dessus decrit comprenant : 
15 a) au moins un anticorps monoclonal ou polyclonal selon I'lnvention ; 

b) les reactifs permettant la detection du complexe antigene-anticorps 
produit lors de la reaction immunologique. 

Selon im mode de realisation particulier de I'lnvention, la trousse pent 
eventuellement comprendre des rdactifs pour la constitution d'un milieu permettant la 
20 reaction immunologique, 

Les anticorps selon I'lnvention peuvent Egalement etre utilises poiir la 
detection et/ou le tri des ilots de Langerhans, pr6f6rentiellement des cellules beta, a 
partir de pancreas humain ou animal, notamment le pancreas de souris, rat, lapin et de 
pore. Ce tri pent etre r6alise par un appareillage de cytometric en flux (FACS) pour ce 
25 qui conceme les cellules isolees. Pour les ilots, leur marquage pourrait ameliorer les 
methodes de separation actuelle : s^aration par gradient de densite avec du FicoU, de 
I'Euro-FicoU ou du Ficoll-Diatrizoate de sodium ou la methode de choix qui est un 
gradient d'albumine sur un s6parateur de cellules. 

Ainsi, I'lnvention a pour objet une methode de selection des cellules 
30 beta des tlots de Langerhans, comprenant une premiere etape de mise en contact des 
cellules d'un 6chantillon biologique susceptible de contenir de tels ilots et/ou cellules 
avec une anticorps selon I'lnvention, une deuxieme etape de mise en evidence par tout 
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moyen appropri^ des cellules marqudes par Tanticorps et une troisi^me 6tape d'isole- 
ment par tout moyen appropri6 des cellules marquees. 

Les anticorps selon rinvention peiivent 6galement Stre utilis6s pour 
suivre le processus de diffdrenciation de cellules souches en cellules b3ta des ilots de 
S Langerhans, particuli&rement humaines ou animales, ainsi que de trier ces cellules 
exprimant la prot6ine ZnT-8, particuli^rement la prot6ine de sequence SEQ ID NO:2 
apr^s differenciation. 

Ainsi, rinvention a pour objet une m6thode pour suivre le processus 
de differenciation de cellules souches en cellules d*ilot pancrdatique ou en cellules beta, 

10 comprenant une etape de mise en contact des cellules d*un 6chantillon biologique 
susceptible de contenir lesdites cellules souches en cours de differenciation avec un 
anticorps selon rinvention, une deuxieme ^tape de mise en evidence par tout moyen 
appropri6 des cellules marquees par I'anticorps et une troisi^me etape de visualisation 
par tout moyen appropri6 des cellules marquees. 

IS Ladite methode pent en outre comprendre une etape supplementaire 

d'isolement par tout moyen approprie des cellules marquees. 

Le polynucltotide, la cellule, Torganisme transgdnique ou la puce a 
ADN selon rinvention peuvent Stre utilises pour le criblage de composes chimiques ou 
biochimiques pouvant interagir in vitro ou in v/vo, directement ou indirectement, avec 

20 le polynucleotide selon rinvention et/ou moduler rexpression dudit polynucleotide. 

Ainsi, rinvention a pour objet une methode de criblage d'un compose 
chimique ou biochimique pouvant interagir in vitro ou in vivo, directement ou indirec- 
tement avec le polynucleotide selon rinvention caracterisee en ce qu^elle comprend une 
premiere etape de mise en contact d*un compose chimique ou biochimique candidat 

25 avec le poljoiuclSotide, la cellule, I'organisme non-humain transgenique ou la puce h 
ADN selon rinvention, et une deuxieme etape de detection du complexe form6 entre le 
compost chimique ou biochimique candidat et le polynucleotide, la cellule, I'organisme 
non-humain transgenique ou la puce k ADN selon rinvention. 

Ulnvention a aussi pour objet une methode de criblage d*un compost 

30 chimique ou biochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo^ directement ou indirec- 
tement, rexpression du polynucleotide selon rinvention, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend une premiere ^tape de mise en contact d'un compost chimique ou 
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biochimique candidat avec le polynucleotide, la cellule, rorganisme non-humain 
transgenique ou la puce & ADN selon Tlnvention, et une deuxi^me 6tape de mesure par 
tout moyen approprie de Texpression dudit polynucleotide. 

La prot6ine, la cellule, Torganisme transgenique ou la puce k proteine 
5 selon Tlnvention peuvent Stre utilises pour le criblage de composes chimiques ou 
biochimiques pouvant interagir in vitro ou in vivOy directement ou indirectement, avec 
ift proteine selon I'lnvention, et/ou qui peuvent moduler Texpression ou I'activite de 
ladite proteine. 

Ainsi, rinvention a pour objet une m6thode de criblage d'un compost 

10 chimique ou biochimique pouvant interagir in vitro ou in vivo directement ou indirec* 
tement, avec la proteine selon Tlnvention, caracteris^e en ce qu^elle comprend ime 
premiere etape de mise en en contact d'un compose chimique ou biochimique candidat 
avec la proteine, la cellule, Torganisme non-humain transgenique ou la puce a proteine 
selon rinvention, une deuxidme etape de detection du complexe forme entre le 

IS compose chimique ou biochimique candidat et la proteine, la cellule, Torganisme non- 
humain transgenique ou la puce a proteine selon rinvention. 

Ulnvention a aussi pour objet une m^thode de criblage d'un compose 
chimique ou biochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou indirec- 
tement, Texpression et/ou Tactivite de la proteine selon rinvention, caracterisee en ce 

20 qu*elle comprend une premiere etape de mise en contact d'un compose chimique ou 
biochimique candidat avec la proteine, la cellule, Torganisme non-humain transgenique 
ou la puce k proteine selon rinvention, et une deuxieme etape de mesure par tout 
moyen approprie de rexpression et/ou de I'activite de ladite proteine. 

^Invention a egalement pour objet le polynucleotide, la proteine, les 

25 anticorps, les vecteurs ou les cellules transformees, selon rinvention, comme medica- 
ments. 

Le polynucleotide, la proteine, les anticorps, les vecteurs ou les 
cellules transformees, selon rinvention, peuvent etre utilises dans la preparation d'un 
medicament destine a la prevention et/ou au traitement du diabete, particulierement 
30 celui associe k la presence d'au moins une mutation du gene correspondant k SEQ ID 
NO:l, et/ou k une expression anormale de la proteine correspondant k SEQ ID NO:2, 
ou destine k la prevention et/ou au traitement des hyperinsulinismes lorsque I'on 
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observe une expression, une maturation ou une s6cr6tion anormale du gene de 
rinsuline, ou destine k r6guler la maturation et la sScr6tion de Tinsuline dans les cellules 
b§ta et ou dans des cellules modifi£es en vue d'une secretion d'insuline ou destine k 
r6guler les phenomdnes d'apoptose des cellules bSta. 
S Une expression anormale signifie une surexpression, une 

sous-expression ou Texpression d'une prot^ine mutee. Une maturation anormale signifie 
une prot6oIyse absente ou insuffisante de la pro-insuline en insuline ou une 
cO'Cristallisation absente, insuffisante ou trop importante de I'insuline et du zinc dans 
les vesicules de secretion intracellulaires. 

10 L'Invention a egalement pour objet Tutilisation d'un polynucleotide, 

d'une proteine ou d'un anticorps selon Tlnvention pour determiner une variabilite 
allelique, une mutation, une deletion, une perte d'h6t6rozygotie ou toute anomalie 
genetique du gene codant pour la proteine selon Tlnvention. On pent detecter les muta- 
tions dans la s^uence du gene ZnT-8 directement par analyse de Tacide nucleique et 

IS des s^uences selon I'lnvention (ADN gSnomique, ARN, ou ADNc), mais Egalement 
par rintermSdiaire de la proteine selon I'lnvention. En particulier, I'utilisation d'un 
anticorps selon I'lnvention qui reconnait un epitope portant une mutation permet de 
diff(§rencier une prot6ine "saine" d'une proteine "associte k une pathologic". 

L'Homme du Metier sait 6galement mettre en oeuvre des techniques 

20 permettant I'dtude de I'alt^ration de I'expression d'un g^ne, par exemple par analyse de 
I'ARNm, en particulier par Northern Blot ou par RT-PCR avec des sondes ou des 
amorces selon I'lnvention, ou bien par analyse de la proteine exprimee, en particulier 
par Western Blot, en utilisant des anticorps selon I'lnvention. 

Outre les dispositions qui precedent, I'lnvention comprend encore 

25 d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se ref^re k des 
exemples de mise en oeuvre de Tlnvention ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 
la figure 1 illustre Tanalyse par RT-PCR de I'expression tissulaire 
de I'ARN messager codant pour la proteine ZnT-8 (A), par comparaison avec 
Texpression du messager ubiquitaire de I'actine (B). 1 : Cerveau, 2 : Coeur, 3 : Rein, 4 : 

30 Rate, 5 : Foie, 6 : Colon, 7 : Poumon, 8 : intestin grele, 9 : Muscle, 10 : Estomac, 11 : 
Testicule, 12 : Placenta, 13 : Glandes salivaires, 14 : Thyroide, 15 :Glandes surrenales, 
16 : Pancreas, 17 : Ovaires, 18 : Uterus, 19 : Prostate, 20 : Peau, 21 : Leucocytes, 22 : 
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Moelle osseuse, 23 : Cerveau foetal, 24 : Foie foetal. L*expression dudit ARNm est 
detect^ uniquement dans le pancreas (piste 16). 

- la figure 2 illustre Tanalyse par RT-PCR de Texpression de TARN 
messager codant pour la protdine ZnT-8, dans : une lign^e d'insulinome de rat (INS-1, 

S piste 1), des ilots pancrdatiques humains foetaux (piste 2) et adultes (piste 3), par 
comparaison avec une lign6e de cellules 6pith61iales (lign6e Hela). UARNm est d6tect6 
dans la lignee dMnsulinome de rat et les ilots pancreatiques adultes et foetaux, alors 
qu'aucun transcrit n'est detect6 dans les cellules 6pitheliales (lignee Hela). Le messager 
de Tactine est utilise comme controle. 

10 - la figure 3 illustre Tanalyse en microscopic k fluorescence, de la 

localisation de la prot6ine de fusion ZnT-8-GFP dans des cellules epith61iales (lign6e 
hela) transfect6es. La fluorescence est localise dans les vesicules intracytoplamiques, 
ainsi qu'au niveau de la membrane plasmique. 

- la figure 4 illustre Tanalyse en microscopic k fluorescence, de la 
IS localisation de la prot6ine de fusion ZnT-8-GFP dans des cellules d*insulinome de rat 

(lignte INS-1) transfect^es. La fluorescence est localisSe dans les vesicules de secretion 
indiquant un rdle de Znt-8 dans la maturation et Texocytose de Tinsuline. 

Les exemples suivants sont illustratifs de I'lnvention et ne la limitent 

aucunement. 

20 EXEMPLE 1 : Clonage de I'ADNc codant pour la prot^ine Znt-8 

Le g^ne codant pour la proteine Znt-8, d6nomm6 ghne Znt-S, a 6t6 
identifi6 par bioinformatique, par recherche de gdnes homologues a ceux de la famille 
ZnTy en utilisant les sequences du genome humain disponibles. L'analyse des sequences 
gSnomiques a permis de localiser et de definir Torganisation intron/exon du gene Znt-S. 

25 L'ADNc codant pour ZnT-8 a 6te amplifi6e par RT-PCR a partir 

d*ARNm d*ilots de pancreas humains pr6par6s selon la technique donn^e dans 
Kenmochi T. et al. (Pancreas, 2000, 20, 2, 184-90), k Taide de la paire d'amorces 
(SEQ ID NO:5 : 5*-ACTCTAGAATGGAGTTTCTTGAAAGAACGT A et SEQ ED 
NO:6 : 5*-AATCTA GAGTCACAGGGGTCTTCACAGA.), d6finies k partir de la 

30 s^uence du ghnc Zni-S. 

De maniere plus precise, les ARN totaux ont et6 extraits k partir des 
ilots, en utilisant le kit "RNA extraction kit" (Roche) selon les instructions du fabricant 
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Les ARN ainsi obtenus ont et6 doses par mesure de Tabsorbance k 250 nm et conserves 
4.80°C, 

Uamplification a 6t& r^aliste en utilisant le kit "Titan one tube RT- 
PCR kit" (Roche) selon les instruction du fabriquant, et la paire d*amorces SEQ ID 
S NO:S et SEQ ID NO:6. La transcription inverse a 6t€ realisee k 52^C pendant 30 min 
puis les ADNc synth6tis6s ont 6t6 amplifies par 30 cycles (30 s k 94*^0, 30 s i 53**C, 1 
min k 72^C) et une Elongation finale de 5 min k 72^C. Les produits d'amplification ont 
6X6 separes par 61ectrophor^se en gel d'agarose (1,5%) en presence de bromure 
d'ethydium et le produit d*ampIification de 1123 paires de bases comprenant la 

10 sequence d'ADNc presentant la sequence SEQ ID NO: I a 6te purifiS k I'aide du kit 
Nucleic acid purification kit (QIAGEN), en suivant les instructions du fabricant. 
EXEMPLE 2 : Analyse de Texpression tissulaire de TARN messager codant pour 
la prot^ine Znt-8 

L*expression de TARN messager codant pour la proteine Znt-8 a ete 

15 analysee par PGR sur des ADNc commerciaux prepares a partir de differents tissus 
humains en utilisant les amorces suivantes : SEQ ID N0:3 : 5'-GAT OCT GCC CAC 
CTC TTA ATT GAG et SEQ ID NO:4 : 5'-TCA TCT TTT CCA TCC TGG TCT TGG. 
Les amorces (SEQ ID NO:3 et SEQ ID N0:4) ont 6t6 choisies dans 2 exons diff(§rents 
pour eviter Tamplification d'une sequence genomique. Les tissus testes sont : 1 : 

20 Cerveau, 2 : Cceur, 3 : Rein, 4 : Rate, 5 : Foie, 6 : Colon, 7 : Poumon, 8 : intestin gr31e, 
9 : Muscle, 10 : Estomac, 11 : Testicule, 12 : Placenta, 13 : Glande salivaire, 14 : 
ThyroTde, 15 : Gorticosurr6nale, 16 : Pancreas, 17 : Ovaire, 18 : Uterus, 19 : Prostate, 
20 : Peau, 21 : Leucocytes sanguins, 22 : Moelle osseuse, 23 : Gerveau foetal, 24 : Foie 
fcetal. 

25 De mani^re plus precise : 2 (il d'ADNc ont 6t6 melanges avec les 2 

amorces sp^cifiques (l^M final) et un melange classique de PCR (I unite de Taq DNA 
polymerase, tampon avec 1,5 mM magnesium, dNTP 10 mM). ^amplification a 6te 
r6alisee par 30 cycles (30 s k 94^C, 30 s a 53**G, 1 min a 72*'C) et une etape finale 
d'Slongation de 5 min k IT'C. Les produits ont ensuite 6t£ analyses par 61ectrophor6se 

30 en gel d'agarose (1,5 %) en presence de bromure d'ethydium. 

Les r^sultats illustr6s par la figure 1 montrent que par comparaison 
avec le messager de Tactine utilis6 comme controle (figure IB), TARNm correspondant 
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au polynucleotide de Tlnvention est exprimS uniquement dans les cellules de pancreas 
(piste 16 de la figure 1 A) mais pas dans les cellules des 23 autres tissus analyses (Pistes 
1 a IS et 17 a 24 de la figure lA). 

EXEMPLE 3 : Expression de TARN messager correspondant au polynucltotide de 
5 rinvention dans des cellules de pancreas foetal et adulte et dans une lignie 
dUnsulinome de rat (INS-1) 

L'analyse de rexpression de TARN messager codant pour la prot6ine 
ZnT-8 a ete r6alisee par RT-PCR, k partir d'ARN de differents tissus humains : ilots 
pancreatiques humains adultes et foetaux, lignee d'insulinome de rat (INS-1 ; Asfari M. 

10 et aL, Endocrinology^ 1992, 130, 1, 167-78), par comparaison avec une lignee de 
cellules 6pith61iales humaines (Hela), utilisSe comme controle. 10^ cellules sont lavees 
deux fois avec du tampon phosphate (PBS) puis centrifitgees 3 min k 2000 g. Les ARN 
totaux sont extraits comme decrit a Texemple 1 et la concentration en ARN est ajustSe 
k 1 ng/\i\ pour ZnT-8 ou 1 pg/^1 pour le controle p-actine. Les transcrits sont amplifies 

15 puis les produits d'amplification sont analys6es, comme dterit k I'exemple 2. 

Les resultats illustres par la figure 2, montrent que FARNm codant 
pour la prot6ine ZnT-8 est exprime dans les cellules des ilots pancreatiques humains 
foetaux et adultes et dans une lignee d'insulinome de rat (INS-1) mais pas dans une 
lignee de cellules 6pith61iales (lignee Hela). 

20 EXEMPLE 4 : Expression d*une prot^ine de fusion ZnT-8/GFP 

La prot6ine est la prot6ine humaine, codec par TADNc correspondant 
k la s6quence SEQ ID NO:l (ZnT-8). Le produit PGR de 1123 paires de bases obtenu 
selon Texemple 1 a 6t€ dig6r6 avec Tenzyme de restriction XbaL puis clon6 dans le 
vecteur pcDNA3.1-CT-GFP (Invitrogen), pour donner le vecteur d^nommS pZnT-8- 

25 GFP qui a 6te v6rifi6 par s6quen9age. 

Le vecteur pZnT-8-GFP a 6t6 transfecte de fa^on transitoire dans une 
lignte de cellules 6pith61iales (Hela) et de fa9on stable dans une lignSe dMnsulinome de 
rat (INS-1). 

Les cellules epitheliales HeLa (ATCC numero CCL-2) sont cultiv6es 
30 dans le milieu Opti-MEM (Modified Eagle's Medium, Life Technologies) supplemente 
avec 5 % de serum de veau d6complement6 et 2 mM de glutamine. Les cellules sont 
incub^es k 37°C dans une atmosphere humidifiee enrichie ^ S % en CO2. 
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Les cellules INS-1 sont cultiv^es dans du milieu RPMI (Life 
Technologies) suppl^mente avec : s6ram de veau foetal (10 %), 2-Mercapto6than-l-ol 
(50 |iM), pyruvate de sodium (1 mM), HEPES (10 mM), L-glutamine (2 mM), 
penicilline 100 U/mL et streptomycine (100 ^g/ml). 

5 Les cellules cultiv6es dans des boites de P^tri de 3S mm sont transfec- 

tees avec le vecteur pZnT-8-GFP (1 d'ADN pour 10^ cellules), en utilisant le r6actif 
ExgenSOO (Euromedex) selon les instructions du fabricant. Apres transfection par le 
vecteur ZnT-8-GFP, les cellules INS- 1 sont selectionnees, donees dans le meme milieu 
que precedemment additionn6 de 400 jig/mL de G418, puis la fluorescence des clones 

10 est observee sous un microscope a fluorescence inverse (Axiovert, Zeiss) en utilisant 
les param&tres suivants : longueur d'onde d'excitation : 450-490 nm ; longueur d'onde 
d'6mission : 520 nm. 

L'expression de la prot^ine de fusion ZnT-8-GFP dans les cellules 
Hela est analys6e 48 heures apr^s la transfection, par observation de la fluorescence 

15 comme pr&:is6 ci-dessus pour les clones de cellules INS-1 transfect^es de fa9on stable. 

Les resultats illustr^s par la figure 3 (lignee Hela) montrent que la 
proteine ZnT-8 est localisee dans des v6sicules intracytoplamiques, ainsi que sur la 
membrane plasmique ; cette localisation d6montre que la prot6ine ZnT-8 emprunte la 
voie d'excretion extracellulaire et se retrouve a la surface de la cellule. 

20 Les resultats illustres par la figure 4 (lignee INS-1) montrent que la 

proteine ZnT-8 est localisee dans les vesicules de secretion de Tinsuline ; cette locali- 
sation indique que ZnT-8 est impliquee dans la maturation de Tinsuline ; en outre, dans 
la mesure oil cette experience est r^alis6e k Tetat basal (en Tabsence de stimulation par 
le glucose) la proteine sera 6galement presente sur la membrane plasmique au cours de 

25 Texocytose de Tinsuline, aprfes stimulation par le glucose. 

EXEMPLE 5 : Analyse de la sequence de la proteine ZnT-8 

Lanalyse de la sequence primaire de ZnT-8 et la prediction des 
domaines transmembranaires ont 6x6 r6alisees avec les programmes TMpred {htip 
\//www.ch,embneLorg/software/TMPREDJormMml) et SOSUI {http 

30 \//sosuLproteome,bioAuatMcJp/sosuimenu0.htm[). 
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La pF0t6ine ZnT-8 compl&te possMe 6 domaines transmembranaires 
predits (acides amin6s 74-95, 107-126, 141-163. 177-196, 216-240, 246-267), les 
extr^mites N- et C-tenninales etant situees dans le cytoplasme. 

EXEMPLE 6 : Preparation d*un anticorps polyclonal dirig^ contre les boucles 
5 ^xtracellulalres (PEPl, PEP2 et PEP4) et contre une boucle intraceUulaIre (PEP3) 
4« ZnT-8 

Les peptides correspondant aux epitopes pr^sentant les sequences 
SEQ ID NO:7 : PEPl : HL\GSLAWTDAAHLL ; SEQ ID NO:8 : PEP2 : 
CERLLYPDYQIQATV ; SEQ ID NO:9 : PEPS CLGHNHKEVQANASVR, SEQ ID 
10 WO AO : PEP4 : YFKPEYKIADPIC ont ete synth6tises en phase solide, selon la 
m6thode originellement d^crite par Merrifield et al. (/. Am. Chem. Soc.^ 1964, 85: 
21 49-) (1964), purifies et conjugu6s k une prot6ine porteuse (albumine, par exemple). 
Les peptides conjugues sent inject^ k des lapins selon le protocole d'immunisation 
suivant : 

IS JO : premiere immunisation ; J14 : seconde immunisation ; J28 : 

Troisieme inmiimisation ; J38 : verification de la sp6cificit6 ; JS6 : quatrieme immuni- 
sation ; J66 et J80 : recuperation du s^rum. Le serum, pent etre utilise directement ou 
apr^s purification sur colonne de proteine A avec une 61ution en milieu acide. Ces 
operations ont €Xt efTectuees a fapon par la soci£t6 Eurogentec S A, Belgique. 

20 EXEMPLE 7 : Marquage fluorescent de T anticorps obtenu k P exemple 6 

Uanticorps est purifi6 par chromatographie d'affmite sur une colonne 
de proteine G (Pharmacia). La colonne (1ml), equilibree avec un tampon phosphate de 
sodium 10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4 est chargee avec 5 ml de serum, puis lavee avec 
20 ml du mSme tampon pour 61uer les proteines non fixees. L*anticoips est ensuite 

25 dteroch^ avec une solution de glycine, HCl 0,1M, pH 2,5, puis neutralise par AQ\k\ de 
tampon Tris HCl 2M, pH 10,0. 

2 mg d'anticorps sont dilu6s dans 1 ml de tampon phosphate pH 8.0. 
Une solution de NHS-FUC (SIGMA ; Img/ml dans DMSO) est pr^par^e extemporane- 
ment. 75 ^1 de la solution NHS-FITC est m61ang6 avec la solution d'anticorps puis le 

30 melange est incub6 k temperature ambiante pendant 45 minutes. L'anticorps marqu6 est 
purifi^ sur colonne PD-10 (PHARMACIA) de la fa?on suivante : la colonne est lavee 
avec 30ml de PBS, chargee avec 1ml de la solution d'anticorps marqu6 a purifier, puis 
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avec S ml de PBS et des fiactions de 2 ml sont ensuite collect^s ; la seconde fraction 
contenant I'anticorps marqu6 est conserv6e. 

r£:f£rences bibliographiques 

1. Soria B. : In-vitro differentiation of pancreatic beta-cells. 
5 Differentiation 2001 ; 68 : 205-19. 

2. Gores PF, Sudierland DE. Pancreatic islet 
transplantation : is purification necessary ? Am. J. Surg. 1993 ; 166 : 538-42. 

3. Bloc A, Cens T, Cruz H, Dunant Y. Zinc- induced changes 
in ionic currents of clonal rat pancreatic-cells : activation of ATP-sensitive K+ 

10 channels. J. Physiol. 2000 ; 529 Ft 3 : 723-34. 

4. Meyer K, Irminger JC, Moss LG, de Vargas LM, 
Oberholzer J, Bosco D, et al. : Sorting human beta-cells consequent to targeted 
expression of green fluorescent protein. Diabetes 1998 ; 47 : 1974-7. 

5. Giordano C, Stassi G, Todaro M, Richiusa P, Giordano 
15 M, Mattina A, et al. : Autofluorescence-activated sorting of human single beta 

cells and endocrine non-beta cells after enzymatic islet dissociation. Transplant 
Proc; 1994 ;26:651-2. 

6. Lukowiak B, Vandewalle B, Riachy R, Kerr-Conte J, 
Gmyr V, Belaich S, et al. : Identification and purification of functional human 

20 beta-cells by a new specific zinc fluorescent probe. J. Histochem. Cytochem. 

2001 ; 49: 519-28. 

7. Shiroi A, Yoshikawa M., Yokota H., Fukui H., Ishizaka 
S., Tatsumi K, et al. : Identification of Insulin-Producing Cells Derived from 
Embryonic Stem Cells by Zinc-Chelating Dithizone. Stem Cells 2002 ; 20 : 

25 284-292. 

8. Jiao L, Gray DW, Gohde W, Flynn GJ, Morris PJ. In vitro 
staining of islets of Langerhans for fluorescence-activated cell sorting. 
Transplantation 1991 ; 52 : 450-2. 

9. Kalian AA, Roep BO, Arden SD, Button JC, de Vries 
30 RR. : Beta-cell reactive T-cell clones from type I diabetes patients are not beta 

cell specific and recognize multiple antigens. J. Autoimmun. 1995 ; 8 : 887-99. 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

32 

10. Zalewski PD, Millard SH, Foifoes U, Kapaniris 0, 
Slavotinek A, Beits WH et al. : Video image analysis of labile zinc in viable 
pancreatic islet cells using a specific fluorescent probe for zinc. J. Histochem. 
Cytochem. 1994 ; 42 : 877-84. 

1 1. Easom RA. Beta-granule transport and exocytosis. Semin. 
Cell. Dev. Biol. 2000 ; 1 1 : 253-66. 

12. Palmiter RD, Findley SD. Cloning and functional 
characterization of a mammalian zinc transporter that confers resistance to zinc. 
EmboJ. 1995 ; 14 : 639-49. 

13. Sambrook J, Russell DW. (2000) Molecular Cloning. A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

14. Bloc A et al, J Physiol. 2000, Dec. 1 5 ; 529 Pt 3 : 723-34) 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

33 

REVENDICATIONS 
1**) Utilisation en tant que marqueur sp6cifique des cellules beta des 
ilots psmcreatiques de Langherans d*au moins un polynucleotide isol6 ou de la proteine 
correspondante choisis parmi : 

S - les polynucleotides comprenant ou prSsentant Pune des sequences 

suivantes : (a) la sequence SEQ ID NO:l, (b) un fragment de la sequence SEQ ID NO:l 
d'au moins IS nucleotides cons^cutifs, (c) une s&)uence pr6sentant un pourcentage 
d'identite d'au moins 80 % apr^s alignement optimal avec Tune des sequences definies 
en (a) ou en (b) et, (d) une sequence compl6mentaire, sens ou antisens de Tune des 

10 sequences definies en (a), (b) ou (c), et 

- les proteines codecs par les polynucleotides tels que definis en (a), 
(b), (c) ou (d) ci-dessus comprenant ou presentant Tune des sequences suivantes : (e) la 
sequence SEQ ID NO:2, (£) un fragment de la sequence SEQ ID NO:2 d'au moins 15 
acides amines consecutifs, (g) une sequence presentant un pourcentage d'identite d'au 

IS moins 60 % apres alignement optimal avec Tune des sequences defmies en (e) ou en (f) 
ou au moins 65 % de similarite, de preference 80 % d'identite ou au moins 90 % de 
similarite, ou de manidre encore plus preferee 90 % d'identite ou au moins 95 % de 
similarite. 

2^) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
20 polynucleotide isoie tel que defini en c), est un polynucleotide variant de la sequence 
SEQ ED NO: 1 comportant une mutation qui conduit k une modification de la sequence 
en acides amines de la proteine codec par la sequence SEQ ED NO:l. 

3°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polynucleotide isole tel que defini en b) ou en d) est choisi parmi la paire d'amorces 
25 SEQ ID NO:3 et SEQ ID NO:4 et la paire d'amorces SEQ ID NO:5 et SEQ ID NO:6. 

4^) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee. en ce que ledit 
polynucleotide isoie est susceptible d'etre obtenu par amplification a Taide de la paire 
d'amorces telle que definie a la revendication 3. 

5°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
30 polynucleotide tel que defini en (d) est un petit ARN interferent (siRNA) qui par 
interaction avec les ARNm correspondants audit polynucleotide, conduira k leur degra- 
dation. 
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6^) Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce que ladite 
prot^ine telle que definie en (g) est un variant de la s6quence SEQ ID N0:2 pr6sentant 
une mutation associee au diab&te ou a rhyperinsulinisme. 

7^) Utilisation selon la revendication 1, caract6riste en ce que ledit 
5 fragment tel que d6fini en (f) pr^sente ime sequence choisie paraii les sequences SEQ 
ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 et SEQ ID NO: 10. 

8"") Polynucleotide isole tel que d6fini a la revendication 1, caract6ris6 
en ce qu'il comprend ou presente une sequence choisie parmi : 

(a) la sequence SEQ ID NO: I, 
10 (b) un fragment de la sequence SEQ ID NO:l d*au moins 15 

nucleotides consecutifs, a Texception des firagments d'au moins 15 nucleotides 
consecutifs inclus dans les sequences pr6sentant les numeros d*acces dans la base de 
donnees NCBI n^ AX526723, n'* AX526725 et n** AX526727, 

(c) une sequence presentant im pourcentage d'identite d*au moins 
IS 80 % apr^s alignement optimal avec Tune des sequences d6finies en (a) ou en (b), et 

(d) une sequence compl^mentaire^ sens ou antisens de Tune des 
sequences d^finies en (a), (b), (c) ou (d), 

a I'exception des EST presentant les numeros d'acces dans la base de donnees GenBank 
BM565129, BM310003, BM875526, BG655918, BQ417284, BQ267316, BU072134, 
20 BQ267526, BQ270198, BU581447, BU070173, BQ63 1692 et BU949895 ainsi que des 
sequences presentant les numeros d'acces dans la base de donnees NCBI AX526723, 
AX526725 et AX526727. 

9^) Sonde pour detecter, identifier ou doser des acides nucleiques 
correspondants aux polynucleotides tels que definis k la revendication 1, caracterisee en 
25 ce qu*elle est constituee d'un polynucleotide selon la revendication 8. 

10^) Paire d*amorces pour Tamplification d'acides nucleiques corres- 
pondants aux polynucleotides tels que defmis a la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi les paires d' amorces telles que defmies a la revendication 3. 

11^) Polynucleotide susceptible d'etre obtenu par amplification ^ 
30 Taide des amorces selon la revendication 10. 

12^) Polynucleotide selon la revendication 8 ou la revendication 11, 
caracterise en ce qu*il s*agit d*un petit ARN interferent correspondant au polynucleotide 
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tel que d^fini k la revendication 1, qui par interaction avec les ARNm correspondants 
audit polynucleotide, conduira i leur degradation. 

13^) Methode de determination du profil de transcription du gene 
correspondant au polynucleotide selon la revendication 8 ou la revendication 11 ou 
5 d'une alteration dudit profil, dans un echantillon biologique, comprenant une premiere 
etape d*obtention par tout moyen approprie des ARN k partir de rechantillon 
biologique, une deuxieme etape de mise en contact desdits ARN avec une sonde 
marquee constituee d'un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 8, 9 
ou 1 1 dans des conditions appropriees d*hybridation entre les ARN et la sonde et une 

10 troisieme etape de revelation par tout moyen approprie des hybrides formes. 

14"^) Methode selon la revendication 13, dans laquelle la deuxieme 
etape est une etape de retrotranscription et/ou d*amplification des transcrits, realisee a 
Taide d'une paire d^amorces selon la revendication 10 et la troisieme etape est une et£^>e 
de revelation par tout moyen approprie des acides nucieiques amplifies. 

15 15^) Methode selon Tune quelconque des revendications 13 ou 14, 

caracterisee en ce qu'elle comporte en outre une etape d*evaluation du taux de trans- 
cription du gdne par comparaison avec un temoin prealablement choisi. 

16°) Methode de mise en evidence du gene correspondant au poly- 
nucleotide selon la revendication 8 ou la revendication 11 ou des variants aiieiiques 

20 dudit gene ou d'une alteration fonctionnelle de ce gfene, dans un echantillon biologique, 
comprenant une premiere etape d'obtention par tout moyen approprie de TADN a partir 
de rechantillon biologique, une deuxieme etape de mise en contact desdits ADN avec 
une sonde marquee constituee d*un polynucleotide selon Tune quelconque des revendi- 
cations 8, 9 ou 11 dans des conditions appropriees d'hybridation entre les ADN et la 

25 sonde et une troisieme etape de revelation par tout moyen approprie des hybrides 
formes. 

l?"*) Methode selon la revendication 16, dans laquelle la deuxieme 
etape est une etape d'amplification realisee k Taide d'une paire d^amorces selon la 
revendication 10 et la troisieme etape est une etape de revelation par tout moyen appro- 
30 prie des acides nucieiques amplifies formes. 

18°) Methode selon Tune quelconque des revendications 16 ou 17, 
caracterisee en ce qu'elle comporte en outre une etape d'isolement et de sequen9age des 
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acides nucl^iques mis en 6vidence. 

19^) Trousse de reactifs pour ia mise en oeuvre des methodes selon 
Tune quelconque des revendications 13^18 comprenant : 

a) au moins une sonde selon la revendication 9 et/ou une paire 
S d'amorces selon la revendication 10 ; 

b) les r6actifs necessaires k la mise en oeuvre d*une reaction d'hybri- 
oation entre ladite sonde et/ou lesdites amorces et Tacide nucl6ique de I'^chantillon 
biologique ; 

c) les reactifs necessaires a la mise en ceuvre d'une reaction d'amplifi- 

10 cation ; 

d) les reactifs necessaires h la detection et/ou au dosage de Thybride 
forme entre ladite sonde et Tacide nucl6ique de Tdchantillon biologique ou des acides 
nucldiques amplifies formes. 

20^) Puce k ADN comprenant au moins un polynucleotide selon la 
IS revendication 8 ou la revendication 1 1. 

2P) Utilisation d'un polynucleotide selon la revendication 8 ou la 
revendication 1 1 pour la preparation d'une puce a ADN. 

22^) Utilisation in vitro du polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 8, 1 1 ou 12, comme moyen d*etude : 
20 a) de la surexpression du transporteur code par le polynucleotide 

selon la revendication 8 ou la revendication 1 1 dans des lignees de cellules modules et 
de I'impact sur la secretion de I'insuline en reponse k une stimulation par le glucose ; 

b) de la sensibilit6 des cellules a la mort cellulaire (apoptose) induite 
par des conditions de stress oxydant ou de concentration faible ou forte en zinc ; 
2S c) des etapes de dififerenciation de cellules souches en cellules s^cre- 

trices d'insuline en reponse a differentes stimulations exogene. 

23°) Proteine isolee, caract6risee en ce qu*elle est cod^e par un poly- 
nucleotide selon Tune quelconque des revendications 8 ou 1 1 . 

24°) Proteine selon la revendication 23, caracterisee en ce qu'elle 
30 comprend ou presente la sequence SEQ ID N0:2. 

25°) Fragment de la proteine selon la revendication 24, caracterise en 
ce qu'il est choisi parmi les sequences SEQ ED N0:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 et 
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SEQIDNOilO. 

26^) Puce k prot£ine comprenant au moins une protSine ou un 
fragment de proteine selon Tune quelconque des revendications 23 4 25. 

27**) Utilisation tfune proteine ou d'un fragment de proteine selon 
S Tune quelconque des revendications 23 k 25 pour la preparation d'une puce k proteine. 

28°) Utilisatipn dhine proteine ou d'un fragment de proteine selon 
Tune quelconque des revendications 23 a 25 ou d'une puce a prot6ine selon la revendi- 
cation 26 pour detecter la presence d*anticorps diriges contre ladite proteine dans le 
s£rum d'un individu. 

10 29°) Utilisation d*une prot6ine selon Tune quelconque des revendica- 

tions 16 a 18 pour des mesures par des m6thodes immunochimiques et immunoenzy- 
matiques, ou pour la recherche d*auto-anticorps dirig6s contre ladite proteine. 

30°) Vecteur de clonage et/ou d'expression, caractdrise en ce qu^il 
comprend un insert constitue par un polynucleotide selon Tune quelconque des revendi- 
15 cations 8, 1 1 ou 12. 

31°) Cellule modiflee par un polynucleotide selon Tune quelconque 
des revendications 8, 1 1 ou 12 ou un vecteur selon la revendication 30. 

32°) Organismes non humains transgeniques, caractSrises en ce que 
tout ou partie de leurs cellules contient un polynucleotide selon Tune quelconque des 
20 revendications 8, 11 ou 12 ou un vecteur selon la revendication 30, sous une forme 
libre ou integr^e. 

33°) Utilisation d*une cellule modifiee selon la revendication 3 1 ou 
d'lm organisme non humain transgenique selon la revendication 32, pour la production 
d*une proteine ou d'un fragment de proteine tels que definis k Tune quelconque des 
25 revendications 23 a 25. 

34°) Methode de preparation d'une proteine ou d'un fragment de 
proteine selon Tune quelconque des revendications 23 k 25, caracterisee en ce qu*elle 
comprend la culture de cellules modifiees selon la revendication 31, notamment de 
cellules de mammif^res, ou de cellules d*organismes non humains transgeniques tels 
30 que definis a la revendication 32, dans des conditions permettant Texpression de ladite 
proteine, et la purification de ladite proteine recombinante. 

35°) Anticorps mono- ou polyclonal caracterise en ce qu*il est capable 
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de reconnaitre sp6cifiquement une proteine ou un firagment de protSine seion Tune 
quelconque des revendications 23 & 25. 

36^) Puce k proteine comprenant au moins un anticorps selon la 

revendication 35. 

5 37^) Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 pour la 

preparation d'une puce h proteine. 

38^) Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 ou d'une puce 
selon la revendication 36 pour la detection et/ou la purification d*une proteine ou d*un 
fragment de proteine selon Tune quelconque des revendications 23 a 25. 

10 39**) Proced6 de detection d'une proteine ou d'un fragment de 

proteine quelconque des revendications 23 k 25 dans un echantillon biologique, 
comprenant une premi&re 6tape de mise en contact de T^chantillon biologique avec un 
anticorps selon la revendication 35 et une deuxi^me 6tape de mise en evidence par tout 
moyen approprie du complexe antigene-anticorps form6. 

15 40^) Trousse permettant de mettre en oeuvre le proc6de selon la 

revendication 39 comprenant : 

a) un anticorps monoclonal ou polyclonal selon la revendications 35 ; 

b) les reactife permettant la detection du complexe antigene-anticorps 
produit lors de la reaction immunologique. 

20 41®) Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 pour la detec- 

tion et/ou le tri des flots de Langerhans ou bien des cellules beta. 

42®) Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 pour analyser 
la differenciation de cellules souches en cellules d'ilot pancreatique, preferentiellement 
en cellules beta. 

25 43®) Methode de selection des cellules beta des ilots de Langerhans, 

comprenant une premiere etape de mise en contact des cellules d*un echantillon biolo- 
gique susceptible de contenir de tels ilots et/ou cellules avec une anticorps selon la 
revendication 35, une deuxi^me 6tape de mise en Evidence par tout moyen approprie 
des cellules marquees par Tanticorps et une troisi^me Stape d'isolement par tout moyen 

30 approprie des cellules marquees, 

44®) Methode d'analyse de la differenciation de cellules souches en 
cellules d'ilot pancr6atique ou en cellules beta, comprenant une 6tape de mise en 
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contact des cellules d*un 6chantillon biologique susceptible de contenir lesdites cellules 
souches en cours de diffi&renciation avec un anticorps selon la revendtcation 35, une 
deuxieme etape de mise en Evidence par tout moyen approprie des cellules marques 
par Tanticorps et une troisi&me etape de visualisation par tout moyen approprie des 

5 cellules marquees. 

45°) Methode selon la revendication 44 comprenant en outre une 
6tape suppl^mentaire d'isolement par tout moyen approprie des cellules marquees. 

46°) M6thode de criblage d*un compost chimique ou biochimique 
pouvant interagir in vitro ou in vivo directement ou indirectement avec le polynucleo- 

10 tide selon Tune quelconque des revendications 8 ou 11, caracteris^e en ce qu'elle 
comprend une premiere 6tape de mise en contact d*un compos6 chimique ou 
biochimique candidat avec un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 
8 ou 11 ou une cellule selon la revendication 31 ou un organisme non-humain 
transgenique selon la revendication 32, ou une puce k ADN selon la revendication 20, 

15 et ime deuxieme ^tape de detection du complexe form6 entre le compost chimique ou 
biochimique candidat et le polynucleotide ou la cellule ou Torganisme non-humain 
transgenique ou la puce k ADN. 

47°) Methode de criblage d*un compose chimique ou biochimique 
pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou indirectement Texpression du poly- 

20 nucleotide selon Tune quelconque des revendications 8 ou 1 1, caracteris6e en ce qu'elle 
comprend une premi&re 6tape de mise en contact d'un compost chimique ou 
biochimique candidat avec un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 
8 ou 11 ou une cellule selon la revendication 31 ou un organisme non-humain 
transgenique selon la revendication 32 ou une puce a ADN selon la revendication 20, et 

25 une deuxieme ^tape de mesure par tout moyen approprie de Texpression du poly- 
nucleotide selon Tune quelconque des revendications 8 ou 1 1 . 

48°) Methode de criblage d*un compose chimique ou biochimique 
pouvant interagir in vitro on in vivo directement ou indirectement avec la proteine ou le 
fragment de proteine selon Tune quelconque des revendications 23 k 25, caracterisee en 

30 ce qu'elle comprend une premiere etape de mise en contact d*un compose chimique ou 
biochimique candidat avec une proteine ou un fragment de proteine selon Tune 
quelconque des revendications 23 k 25 ou une cellule selon la revendication 31 ou un 



wo 2004/046355 PCT/FR2003/003413 

40 

organisme non-humain transg^nique selon la revendication 32 ou une puce a prot6ine 
selon la revendication 36, et une deuxiime 6tape de detection du complexe fonne entre 
le compost chimique ou biochimique candidat et la prot6ine ou la cellule ou 
Torganisme transgenique ou la puce a protSine. 

5 49**) Methode de criblage d'un compost chimique ou biochimique 

pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou indirectement Texpression et/ou 
Tactivite de la proteine selon Tune quelconque des revendications 23 ou 24, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une premiere etape de mise en contact d'un compose chimique 
ou biochimique candidat avec une proteine ou un fragment de proteine selon Tune 

10 quelconque des revendications 23 a 25 ou une cellule selon la revendication 31 ou un 
organisme non-humain transgenique selon la revendication 32 ou une puce a proteine 
selon la revendication 36, et une deuxidme etape de mesure par tout moyen approprie 
Texpression et/ou I'activit^ de ladite proteine. 

50^) Medicament comprenant un produit choisi parmi le polynucleo- 

15 tide selon Tune quelconque des revendications 8, 1 1 ou 12, la proteine ou le fragment 
de prot6ine selon Tune quelconque des revendications 23 k 25, Tanticorps selon la 
revendication 35, le vecteur selon la revendication 30 et la cellule modifiee selon la 
revendication 31. 

5P) Utilisation d*un produit choisi parmi : le polynucleotide selon 
20 Tune quelconque des revendications 8, 1 1 ou 12, la proteine ou le fragment de proteine 
selon Tune quelconque des revendications 23 k 25, Tanticorps selon la revendication 
35, le vecteur selon la revendication 30, la cellule modifiee selon la revendication 31, 
pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou au traitement du 
diabete, particulierement celui associe k la presence d'au moins une mutation du gbnc 
25 correspondant k la SEQ ID NO:l, et/ou k une expression anomiale de la proteine 
correspondant a la SEQ ID NO:2, ou destine k la prevention et/ou au traitement des 
hyperinsulinismes lorsque Ton observe une expression, une maturation ou ime secretion 
anormale du gene de Tinsuline ou destine a reguler la maturation et/ou la secretion de 
rinsuline dans les cellules beta ou dans des cellules modifiees en vue d'une secretion 
30 d'insuline, ou destine a reguler les phenom^nes d*apoptose des cellules beta. 

52"*) Utilisation d'un produit choisi parmi : le polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications 8, 11 ou 12, la proteine ou le fragment de proteine 
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selon Tune quelconque des revendications 23 k 2S, I'anticorps selon la revendication 
35, pour determiner une variabilite all^lique, une mutation, une delation, une perte 
dliSt^rozygotie ou toute anomalie du g^ne codant pour ladite prot^ine. 
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<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 
UNIVERSITE JOSEPH FOURIER 
SEVE Michel 
FAVIER Alain 

<120> Proteine specifique des cellules pancreatiques beta des ilots de 
Langerhans et ses applications 

<130> CGA263S85 

<160> 10 

<170> PatentIn version 3.1 

<210> 1 

<211> 1110 

<212> DNA 



<213> Homo sapiens 



<400> 1 
atggagtttc 


ttgaaagaac 


gtatcttgtg 


aatgataaag 


ctgccaagat 


gcatgctttc 


60 


acactagaaa 


9tgtggaact 


ccaacagaaa 


ccggtgaata 


aagatcagtg 


tcccagagag 


120 


agaccagagg 


agctggagtc 


aggaggcatg 


taccactgcc 


acagtggctc 


caagcccaca 


180 


gaaaaggggg 


cgaatgagta 


cgcctatgcc 


aagtggaaac 


tctgttctgc 


ttcagcaata 


240 


tgcttcattt 


tcatgattgc 


agaggtcgtg 


ggtgggcaca 


ttgctgggag 


tcttgctgtt 


300 


gtcacagatg 


ctgcccacct 


cttaattgac 


ctgaccagtt 


tcctgctcag 


tctcttctcc 


360 


ctgtggctgt 


catcgaagcc 


tccctctaag 


cggctgacat 


ttggatggca 


ccgagcagag 


420 


atccttggtg 


ccctgctctc 


catcctgtgc 


atctgggtgg 


tgactggcgt 


gctagtgtac 


480 


ctggcatgtg 


agcgcctgct 


gtatcctgat 


taccagatcc 


aggcgactgt 


gatgatcatc 


540 


gtttccagct 


gcgcagtggc 


ggccaacatt 


gtactaactg 


tggttttgca 


ccagagatgc 


600 


cttggccaca 


atcacaagga 


agtacaagcc 


aatgccagcg 


tcagagctgc 


ttttgtgcat 


660 


gcccttggag 


atctatttca 


gagtatcagt 


gtgctaatta 


gtgcacttat 


tatctacttt 


720 


aagccagagt 


ataaaatagc 


cgacccaatc 


tgcacattca 


tcttttccat 


cctggtcttg 


780 


gccagcacca 


tcactatctt 


aaaggacttc 


tccatcttac 


tcatggaagg 


tgtgccaaag 


840 


agcctgaatt 


acagtggtgt 


gaaagagctt 


attttagcag 


tcgacggggt 


gctgtctgtg 


900 


cacagcctgc 


acatctggtc 


tctaacaatg 


aatcaagtaa 


ttctctcagc 


tcatgttgct 


960 


acagcagcca 


gccgggacag 


ccaagtggtt 


cggagagaaa 


ttgctaaagc 


ccttagcaaa 


1020 


agctttacga 


tgcactcact 


caccattcag 


atggaatctc 


cagttgacca 


ggaccccgac 


1080 


tgccttttct 


gtgaagaccc 


ctgtgactag 








1110 



<210> 2 
<211> 369 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Glu Phe Leu Glu Arg Thr ryr Leu va1 Asn Asp Lys Ala Ala Lys 
1 5 10 15 

Met His Ala Phe Thr Leu Glu ser val Glu Leu Gin Gin Lys Pro val 
20 25 30 

Asn Lys Asp Gin Cys Pro Arg Glu Arg Pro Glu Glu Leu Glu Ser Gly 
35 40 45 

Gly Met Tyr His Cys His Ser Gly Ser Lys Pro Thr Glu Lys Gly Ala 
50 55 60 

Asn Glu Tyr Ala Tyr Ala Lys Trp Lys Leu cys Ser Ala Ser Ala lie 
65 70 75 80 

Cys Phe lie Phe Met He Ala Glu val val Gly Gly His He Ala Gly 
85 90 95 

Ser Leu Ala val Val Thr Asp Ala Ala His Leu Leu lie Asp Leu Thr 
100 105 110 

ser Phe Leu Leu ser Leu Phe ser Leu Trp Leu ser ser Lys Pro Pro 
115 120 125 

ser Lys Arg Leu Thr Phe Gly Trp His Arg Ala Glu lie Leu Gly Ala 
130 135 140 

Leu Leu Ser lie Leu cys lie Trp val Val Thr Gly Val Leu val Tyr 
145 150 155 160 

Leu Ala cys Glu Arg Leu Leu Tyr Pro Asp Tyr Gin lie Gin Ala Thr 
165 170 175 

Val Met lie lie val Ser Ser Cys Ala val Ala Ala Asn lie val Leu 
180 185 190 

Thr val val Leu His Gin Arg cys Leu Gly His Asn His Lys Glu val 
195 200 205 

Gin Ala Asn Ala Ser val Arg Ala Ala Phe val His Ala Leu Gly Asp 
210 215 220 

Leu Phe Gin Ser lie ser Val Leu lie Ser Ala Leu lie lie Tyr Phe 
225 230 235 240 

Lys Pro Glu Tyr Lys lie Ala Asp Pro lie Cys Thr Phe lie Phe Ser 
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245 250 255 

lie Leu val Leu Ala ser Thr lie Thr He Leu Lys Asp Phe ser He 
260 265 270 

Le- Leu Met Glu Gly val Pro Lys ser Leu Asn Tyr ser Gly val Lys 
^75 280 285 

Glu teu He Leu Ala val Asp Gly val Leu ser val His Ser Leu His 
290 295 300 

He Trp ser Leu Thr Met Asn Gin Val He Leu Ser Ala His Val Ala 
305 310 315 320 

Thr Ala Ala Ser Arg Asp Ser Gin Val val Arg Arg Glu lie Ala Lys 
32S 330 335 

Ala Leu ser Lys Ser Phe Thr Met His Ser Leu Thr lie Gin Met Glu 
340 345 350 

Ser Pro val Asp Gin Asp Pro Asp Cys Leu Phe Cys Glu Asp Pro cys 
355 360 365 

Asp 



<210> 3 

<211> 24 

<212> DMA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> /Vmorce 

<400> 3 

gatgctgccc acctcttaat tgac 24 

<210> 4 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 4 

tcatcttttc catcctggtc ttgg 24 

<210> 5 
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<211> 31 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 
<400> 5 

actctagaat ggagtttctt gaaagaacgt a 31 

<210> 6 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Amorce 

<400> 6 

aatctagagt cacaggggtc ttcacaga 28 

<210> 7 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

His lie Ala Gly ser Leu Ala val val Thr Asp Ala Ala His Leu Leu 
15 10 15 

<210> 8 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Cys Glu Arg Leu Leu Tyr Pro Asp Tyr Gin He Gin Ala Thr val 
15 10 15 

<210> 9 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Cys Leu Gly His Asn His Lys Glu val Gin Ala Asn Ala Ser val Arg 
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10 15 



<210> 10 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

Tyr Phe Lys Pro clu Tyr Lys lie Ala Asp Pro lie cys 
15 10 



